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RESUMEN	  
La	  enfermedad	  cardiovascular	  es	  una	  de	  las	  primeras	  causas	  de	  mortalidad,	  y	  en	  la	  mayoría	   de	   los	   casos,	   la	   aterotrombosis	   es	   la	   causa	   subyacente.	   Tanto	   la	  aterosclerosis	  como	  los	  aneurismas	  de	  aorta	  abdominal	  (AAA)	  son	  enfermedades	  que	   comparten	   mecanismos	   fisiopatológicos	   comunes	   como	   la	   inflamación,	   el	  estrés	   oxidativo,	   la	   proteólisis,	   la	   muerte	   celular	   o	   la	   neoangiogénesis,	   y	   cuya	  patogenia	   no	   se	   comprende	   completamente.	   Esta	   tesis	   estudia	   dos	   mediadores	  inflamatorios,	   galectina-­‐3	   (Gal-­‐3)	   y	   lipocalina-­‐2	   (Lcn2),	   así	   como	   su	   ortólogo	  humano,	   la	   lipocalina	   asociada	   a	   gelatinasa	   de	   neutrófilos	   (NGAL),	   cuyos	   roles	  como	  biomarcadores	  y/o	  dianas	  terapéuticas	  en	  aterosclerosis	  y	  AAA	  aún	  no	  están	  completamente	  definidos.	  	  Hemos	  demostrado	  que	  la	  expresión	  y	  secreción	  de	  Gal-­‐3	  se	  incrementa	  durante	  la	  diferenciación	  monocito-­‐macrófago,	  en	  un	  proceso	  mediado	  por	  la	  producción	  de	  especies	   reactivas	   de	   oxígeno	   y	   liberación	   de	   exosomas.	   Las	   concentraciones	  plasmáticas	  de	  Gal-­‐3	  se	  correlacionaron	  con	  la	  producción	  de	  ion	  superóxido	  y	  con	  el	   grosor	   íntima-­‐media	   (IMT),	   reflejando	   una	   asociación	   con	   la	   aterosclerosis	  subclínica.	  Además,	  las	  concentraciones	  de	  Gal-­‐3	  se	  encontraron	  incrementadas	  en	  pacientes	  con	  aterosclerosis	  carotídea,	  y	  predijeron	  la	  mortalidad	  a	  5	  años	  en	  una	  población	  de	  enfermedad	  arterial	  periférica	  (PAD).	  	  	  Asimismo,	   observamos	  que	   la	   concentración	  plasmática	  de	  Gal-­‐3	   también	   estaba	  incrementada	   en	   una	   cohorte	   de	   pacientes	   con	   AAA.	   Los	   estudios	   histológicos	  mostraron	   que	   la	   expresión	   de	   Gal-­‐3	   se	   produce	   en	   la	   pared	   vascular	   de	   AAA	  asociada	   a	   células	   fagocíticas	   y	   células	   de	   músculo	   liso	   vascular	   (CMLV).	   La	  inhibición	   farmacológica	   de	   Gal-­‐3	   mediante	   el	   compuesto	  modified	   citrus	   pectin	  (MCP)	   en	   un	   modelo	   de	   AAA	   experimental	   murino	   inducido	   por	   perfusión	   de	  elastasa	   produjo	   una	   reducción	   del	   diámetro	   aórtico,	   asociada	   a	   una	   mayor	  conservación	  de	  las	  capas	  de	  elastina	  y	  CMLV.	  	  El	  efecto	  beneficioso	  de	  la	  inhibición	  farmacológica	   de	   Gal-­‐3	   parece	   estar	   mediado	   por	   la	   disminución	   en	   el	  reclutamiento	   de	  monocitos,	   posiblemente	   relacionado	   con	   la	   disminución	   de	   la	  expresión	  de	  la	  quimioquina	  CCL-­‐2.	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1 Aterotrombosis	  	   	  La	  enfermedad	  cardiovascular	  (ECV)	  una	  de	  las	  primeras	  causas	  de	  mortalidad(1).	  En	  relación	  a	  su	  prevalencia,	  durante	  2013	  los	  eventos	  cardiovasculares	  derivados	  de	  la	  aterosclerosis	  representaron	  el	  84,5%	  de	  las	  muertes	  por	  ECV	  y	  el	  28,2%	  de	  las	  muertes	  totales(2).	  La	  mortalidad	  asociada	  a	  la	  enfermedad	  arterial	  periférica	  (PAD)	   se	   ha	   incrementado	   durante	   los	   últimos	   años,	   siendo	   este	   incremento	  mucho	  mayor	  en	  mujeres	  y	  ampliándose	  la	  epidemiología	  a	  poblaciones	  de	  menor	  edad(3).	  	  Actualmente,	   el	   tratamiento	   farmacológico	   que	   reciben	   mayoritariamente	   los	  pacientes	  consiste	  en	  inhibidores	  de	  la	  hidroximetil-­‐glutaril	  coenzima	  A	  reductasa	  (farmacológicamente	   conocidos	   como	   estatinas),	   una	   enzima	   implicada	   en	   la	  síntesis	   de	   colesterol.	   Pero	   incluso	   los	   pacientes	   tratados	   con	   estatinas	   siguen	  manteniendo	  un	  alto	  riesgo	  cardiovascular(4,	  5).	  Por	  otra	  parte,	  los	  resultados	  de	  varios	   ensayos	   clínicos	   que	   probaron	   la	   administración	   de	   sustancias	  antioxidantes	   no	   demostraron	   una	   reducción	   en	   el	   número	   de	   eventos	  cardiovasculares(6,	  7).	  También	  se	  encuentran	  bajo	  evaluación	  en	  ensayos	  clínicos	  fármacos	   antinflamatorios	   cuya	   eficacia	   en	   aterotrombosis	   aún	   no	   ha	   sido	  demostrada(8).	  	  Respecto	  a	  los	  factores	  de	  riesgo,	  la	  edad	  se	  encuentra	  directamente	  asociada	  a	  su	  desarrollo.	   El	   sexo	   masculino	   también	   representa	   un	   mayor	   riesgo	   asociado	   de	  padecer	   aterosclerosis	   debido	   a	   factores	   hormonales,	   y/o	   de	   hábitos	   de	   vida.	   La	  dislipemia	   es	   uno	   de	   los	   factores	   claves	   en	   la	   aterogénesis.	   Se	   ha	   descrito	   una	  fuerte	   asociación	   entre	   los	   niveles	   plásmaticos	   de	   lípidos	   y	   el	   riesgo	   de	   padecer	  enfermedad	  cardiovascular.	  En	  concreto,	  los	  niveles	  plasmáticos	  de	  LDL	  satisfacen	  los	  postulados	  modificados	  de	  Koch	  como	  agente	  causal	  de	  aterosclerosis(9).	  Por	  otra	   parte,	   los	   bajos	   niveles	   de	   lipoproteínas	   de	   alta	   densidad	   (HDL)	   reducen	   el	  eflujo	  de	  colesterol	  de	  los	  macrófagos	  de	  la	  placa,	  produciendo	  un	  efecto	  adicional.	  La	   diabetes,	   la	   obesidad	   y	   el	   síndrome	   metabólico	   pueden	   cerrar	   un	   círculo	   de	  factores	   interconectados	   que	   favorecen	   el	   desarrollo	   de	   aterosclerosis.	   El	   tabaco	  produce	  disfunción	  vascular	  mediada	  por	  una	  reducción	  en	  la	  biodisponibilidad	  de	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óxido	  nítrico,	   la	  expresión	  de	  moléculas	  de	  adhesión	  y	   la	   consecuente	  disfunción	  endotelial.	  Fumar	  también	  produce	  un	  incremento	  en	  la	  adherencia	  de	  plaquetas	  y	  monocitos,	   favoreciendo	   un	   ambiente	   procoagulante	   y	   proinflamatorio(10).	   Por	  otra	   parte,	   la	   hipertensión	   arterial	   (HTA)	   constituye	   un	   importante	   factor	   de	  riesgo,	  ya	  que	  aumenta	  la	  presión	  que	  soporta	  la	  pared	  vascular,	  de	  forma	  que	  los	  procesos	  de	  reparación	  tisular	  no	  pueden	  desarrollarse	  correctamente(11).	  Aunque	   la	   mortalidad	   se	   ha	   reducido	   en	   los	   últimos	   años	   gracias	   a	   las	   nuevas	  estrategias	  de	  prevención	  y	   al	   desarrollo	  de	   tratamientos	   farmacológicos,	   la	  ECV	  continúa	  siendo	  responsable	  de	  muchas	  muertes,	   	  y	  en	  la	  mayoría	  de	  los	  casos,	  la	  aterotrombosis	  es	  la	  causa	  subyacente	  de	  la	  ECV(12).	  
	  
1.1 Aterosclerosis	  La	   aterosclerosis	   es	   una	   enfermedad	   crónica	   y	   sistémica.	   El	   proceso	   de	  aterogénesis	  se	  inicia	  con	  estímulos	  como	  la	  dislipemia,	  dando	  lugar	  a	  un	  cambio	  de	   permeabilidad	   en	   el	   endotelio	   que	   permite	   la	   entrada	   y	   retención	   de	  lipoproteínas	  de	  baja	  densidad	   (LDL;	  Figura	   1A)	  en	   la	  pared	  arterial(13),	  donde	  pueden	   oxidarse	   a	   causa	   de	   las	   especies	   reactivas	   de	   oxígeno	   (ROS)	   producidas	  tanto	  por	  macrófagos	  como	  por	  células	  de	  músculo	  liso	  vascular	  (CMLV),	  iniciando	  la	   respuesta	   inflamatoria	   y	   favoreciendo	   el	   reclutamiento	   de	   células	   del	   sistema	  inmunológico.	  Las	  células	  endoteliales,	  que	  normalmente	  están	  en	  contacto	  con	  los	  leucocitos	   circulantes	   sin	  que	   se	  produzca	   interacción,	   expresan	  en	   su	   superficie	  moléculas	   de	   adhesión	  para	   los	   leucocitos	   (Figura	   1A).	   Las	   LDL	   son	   fagocitadas	  por	   los	   macrófagos	   infiltrados	   o	   por	   las	   CMLV	   (Figura	   1B),	   conduciendo	   a	   la	  acumulación	   intracelular	   de	   colesterol	   y	   a	   la	   formación	   de	   células	   espumosas	  (Figura	  1C).	  La	  formación	  de	  la	  placa	  de	  ateroma	  también	  requiere	  la	  migración	  de	  CMLV	  de	   la	  capa	  media	  a	   la	   íntima	  y	  su	  proliferación	  (Figura	  1C)	  en	  respuesta	  a	  ciertos	  estímulos	  como	  el	  factor	  de	  crecimiento	  derivado	  de	  plaquetas	  (PDGF).	  	  En	  la	   capa	   íntima	   se	   produce	   la	   secreción	   de	   colágeno	   y	   elastina,	   formando	   la	   capa	  fibrosa,	  que	  recubre	  la	  placa,	  mayoritariamente	  compuesta	  por	  células	  espumosas	  y	   por	   restos	   apoptóticos	   de	   estas	  mismas	   células.	   La	   ineficacia	   en	   el	   proceso	   de	  fagocitosis	   de	   los	   cuerpos	   apoptóticos	   (también	   denominado	   eferocitosis)	   puede	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conducir	  a	  la	  acumulación	  de	  deshechos	  celulares	  con	  un	  alto	  contenido	  en	  lípidos,	  lo	   que	   se	   conoce	   como	   core	   lipídico	   (Figura	   1D)	   o	   core	   necrótico(14).	   Los	  macrófagos	   y	   las	   células	   intrínsecas	   de	   la	   pared	   (endoteliales	   y	   CMLV)	   también	  producen	   el	   factor	   tisular,	   que	   tiene	   actividad	  procoagulante,	   confiriendo	   al	  core	  lipídico	   mayor	   capacidad	   trombogénica.	   En	   las	   lesiones	   avanzadas	   también	   se	  pueden	  encontrar	  cristales	  de	  colesterol	  y	  neovasos.	  La	  complicación	  más	  seria	  de	  la	  aterosclerosis	  es	  la	  trombosis,	  que	  generalmente	  se	  produce	  tras	  la	  rotura	  de	  la	  placa(11).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Figura	  1.	  Progresión	  de	  la	  aterosclerosis.	  A.	  El	  incremento	  de	  la	  permeabilidad	  vascular	  permite	  la	  entrada	  y	  retención	  de	  LDL.	  B.	  Los	  monocitos	  infiltrados	  se	  diferencian	  a	  macrófagos	  y	  fagocitan	  las	  LDL.	  C.	  Se	  incrementa	  la	  acumulación	  de	  lípidos,	  se	  forman	  células	  espumosas	  y	  se	  produce	  la	  migración	  y	  proliferación	  de	  CMLV.	  D.	  Crecimiento	  de	  la	  placa	  de	  ateroma	  y	  formación	  de	  un	  core	  lipídico	  por	  apoptosis	  de	  las	  células	  espumosas.	  	  	  	  	  Los	  modelos	   animales	   utilizados	   para	   estudiar	   la	   ateroslerosis	   incluyen	   conejos,	  cerdos,	   primates	   y	   roedores,	   cada	   uno	   de	   ellos	   con	   diferentes	   ventajas	   e	  inconvenientes(15).	   La	   especie	  más	   utilizada	   actualmente	   es	   el	   ratón,	   ya	   que	   es	  pequeño,	  tiene	  un	  ciclo	  vital	  relativamente	  corto,	  su	  mantenimiento	  no	  conlleva	  un	  coste	  económico	  alto,	  y	  pueden	  ser	  modificados	  genéticamente	  mediante	  distintos	  procedimientos.	   Por	   otra	   parte,	   existen	   ciertas	   limitaciones	   en	   referencia	   a	   la	  similitud	   entre	   la	   aterosclerosis	   humana	   y	   la	   aterosclerosis	   experimental.	   Las	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lesiones	   murinas	   rara	   vez	   desarrollan	   la	   inestabilidad	   que	   se	   produce	   en	   los	  eventos	  cardiovasculares	  humanos.	  Además,	  las	  lesiones	  se	  desarrollan	  en	  lugares	  distintos.	  En	  humanos,	   las	   arterias	   coronarias	   son	  uno	  de	   los	  principales	   lugares	  donde	   se	   desarrolla	   aterosclerosis,	   mientras	   que	   en	   los	   ratones	   se	   produce	  principalmente	  en	  el	  arco	  aórtico.	  Por	  otra	  parte,	  el	  metabolismo	  de	  lipoproteínas	  también	   difiere	   entre	   ambas	   especies(16).	   Los	   primeros	   estudios	   sobre	   lesiones	  vasculares	   en	   roedores	   comenzaron	   hace	   más	   de	   60	   años	   con	   dietas	  hipercolesterolémicas	  administradas	  a	  ratas(17).	  Sin	  embargo,	  su	  estandarización	  como	  modelo	   experimental	   de	   aterosclerosis	   ocurrió	   tras	   la	   aparición	   del	   ratón	  deficiente	   para	   la	   apolipoproteína	   E	   (ApoE-­‐/-­‐)(18),	   que	   desarrolla	   aterosclerosis	  espontánea	  sin	  necesidad	  de	  dietas	  especiales,	  aunque	  estas	  pueden	  ser	  utilizadas	  para	   acelerar	   la	   progresión	   de	   la	   enfermedad.	   También	   son	  muy	   empleados	   los	  ratones	  deficientes	  para	  el	  receptor	  de	  LDL	  (Ldlr-­‐/-­‐),	  que	  resultan	  un	  buen	  modelo	  de	  hipercolesterolemia	  familiar(19).	  	  	  
1.2 Aneurisma	  de	  aorta	  abdominal	  El	   aneurisma	   de	   aorta	   abdominal	   (AAA)	   es	   una	   patología	   que	   consiste	   en	   una	  dilatación	   localizada	   y	   permanente	   de	   la	   aorta,	   generalmente	   en	   su	   porción	  infrarrenal.	   Se	   define	   un	   aneurisma	   como	   una	   dilatación	   mayor	   al	   50%	   del	  diámetro	   del	   vaso	   en	   zonas	   adyacentes	   por	   lo	   que,	   en	   la	   aorta	   abdominal,	   se	  considera	   patológico	   un	   diámetro	   mayor	   o	   igual	   a	   3	   cm	   (Figura	   2).	   Se	   puede	  considerar	   una	   enfermedad	   sistémica,	   y	   en	   este	   sentido	   se	   ha	   demostrado	   una	  importante	  asociación	  entre	  pacientes	  con	  AAA	  y	  con	  enfermedad	  coronaria	  o	  PAD.	  Muchas	   veces	   ocurre	   de	   forma	   silente,	   por	   lo	   que	   el	   diagnóstico	   se	   produce	   de	  forma	  casual	  mediante	  alguna	  prueba	  de	  imagen	  (ultrasonografía,	  tomografía	  axial	  computarizada	   o	   resonancia	   magnética	   nuclear).	   Además,	   la	   enfermedad	   se	  desarrolla	  con	  una	  progresiva	  dilatación	  de	  la	  aorta,	  que	  no	  ocurre	  de	  forma	  lineal,	  sino	  que	  presenta	  unos	  puntos	  de	  aceleración	  y	  otros	  de	  estabilidad,	  dificultando	  el	  seguimiento	  y	  el	  pronóstico.	  Cuando	  ocurre	  la	  rotura	  del	  aneurisma,	  la	  mortalidad	  asciende	  hasta	  el	  75%(20,	  21).	  	  
	   19	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
Figura	  2.	  Desarrollo	  del	  aneurisma	  aórtico	  abdominal.	  	  Respecto	  a	  su	  epidemiología,	  afecta	  6	  veces	  más	  a	  los	  hombres	  que	  a	  las	  mujeres,	  con	   una	   incidencia	   del	   5-­‐8%	   en	   varones	   de	   65	   años,	   y	   un	   2%	   de	   la	   población	  femenina	  en	  el	  mismo	  rango	  de	  edad(20).	  Por	  otra	  parte,	   la	   incidencia	  de	   rotura	  aneurismática	  representa	  el	  1-­‐2%	  del	  total	  de	  muertes(22).	  	  Actualmente	  no	  existe	  ningún	  tratamiento	  farmacológico	  que	  sea	  capaz	  de	  limitar	  la	  progresión	  del	  aneurisma	  o	  evitar	  su	  rotura.	  Cuando	  el	  AAA	  tiene	  un	  diámetro	  inferior	  a	  5	   cm,	   se	   realiza	  un	  seguimiento	  periódico	  del	  paciente	   con	  pruebas	  de	  imagen,	   un	   control	   de	   los	   factores	   de	   riesgo	   cardiovasculares	   clásicos	   y	   un	  tratamiento	  farmacológico	  con	  antiagregantes	  y	  estatinas.	  Cuando	  el	  diámetro	  del	  aneurisma	   supera	   los	   5	   cm,	   dado	   que	   el	   riesgo	   de	   rotura	   es	   alto,	   se	   interviene	  quirúrgicamente.	  En	  función	  de	  las	  características	  del	  paciente	  y	  de	  la	  morfología	  y	  la	  localización	  del	  AAA,	  la	  intervención	  quirúrgica	  puede	  consistir	  en	  la	  colocación	  de	  una	  endoprótesis	  por	  cateterismo	  o	  en	  cirugía	  abierta(23).	  	  Comparte	  varios	  factores	  de	  riesgo	  asociados	  con	  la	  aterosclerosis	  como	  son:	  edad,	  sexo,	   susceptibilidad	   genética,	   ,	   bajos	   niveles	   circulantes	   de	  HDL,	   el	   consumo	   de	  tabaco	   o	   la	   enfermedad	   coronaria(24).	   Las	   muertes	   por	   rotura	   del	   aneurisma	  ocurren	  normalmente	  en	  mayores	  de	  65	  años,	  y	  a	  partir	  de	  ese	  momento	  el	  riesgo	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se	  incrementa	  un	  40%	  cada	  5	  años(25).	  El	  riesgo	  en	  varones	  es	  muy	  superior	  al	  de	  las	  mujeres,	   debido	   a	   factores	   hormonales,	   genéticos	   y	   la	   diferente	   exposición	   a	  factores	  de	  riesgo(26).	  Sin	  embargo,	  la	  enfermedad	  se	  desarrolla	  de	  una	  forma	  más	  severa	  en	  mujeres,	  en	  las	  que	  presenta	  un	  crecimiento	  más	  rápido,	  mayor	  riesgo	  de	  rotura	   con	   menores	   diámetros	   y	   mayor	   mortalidad	   hospitalaria	   asociada	   a	   la	  rotura	  y	  la	  intervención(27).	  La	  historia	  familiar	  positiva	  en	  primer	  grado	  de	  AAA	  aumenta	   el	   riesgo	  de	   que	  una	  persona	   lo	   padezca	   hasta	   diez	   veces,	   y	   además	   se	  presenta	  a	  edades	  más	  tempranas(28).	  El	  tabaco	  incrementa	  el	  riesgo	  relativo	  del	  AAA	  7,6	  veces(29).	  El	  número	  de	  cigarrillos	  al	  día	  es	  importante,	  pero	  lo	  es	  más	  la	  duración	   del	   hábito.	   Una	   vez	   cesado	   el	   consumo	   de	   tabaco,	   el	   riesgo	   de	   AAA	   se	  mantiene	  hasta	  10	  años.	  Las	  causas	  a	  través	  de	  las	  cuales	  el	  tabaco	  está	  implicado	  en	   la	   formación	   del	   AAA	   son	   aún	   desconocidas.	   Se	   valoran	  mecanismos	   como	   la	  inhibición	   en	   la	   síntesis	   de	   colágeno,	   una	   alteración	   en	   la	   expresión	   de	  metaloproteinasas	   (MMP)	   y	   su	   relación	   con	   el	   estrés	   oxidativo(30).	   La	   HTA	   se	  asocia	   a	   un	   incremento	  del	   riesgo	  de	   formación	  del	  AAA	  y	   su	   rotura	  debido	   a	   la	  presión	   adicional	   que	   soporta	   la	   pared	   vascular.	   Sin	   embargo,	   el	   tratamiento	  antihipertensivo	  no	  ha	  demostrado	  eficacia	  para	  frenar	  su	  progresión(31). A	  nivel	  de	   lípidos,	   se	   han	   descrito	   los	   bajos	   niveles	   circulantes	   de	   HDL	   como	   factor	   de	  riesgo	  para	  el	  AAA(32).	  Por	  otra	  parte,	  otras	  líneas	  de	  investigación	  apuntan	  a	  que	  las	  alteraciones	  lipídicas	  en	  el	  AAA	  podrían	  estar	  relacionadas	  con	  la	  presencia	  de	  LDL	   anormales,	   pequeñas	   y	   con	   un	   fenotipo	   que	   podría	   denominarse	  aterogénico(33).	  La	   incidencia	  de	  enfermedad	  coronaria	  y	  de	  PAD,	  ambas	   reflejo	  de	  la	  presencia	  de	  enfermedad	  aterosclerótica,	  es	  muy	  alta	  en	  pacientes	  con	  AAA.	  En	  contraste	  con	  su	  papel	  como	  factor	  de	  riesgo	  en	  aterosclerosis,	  la	  diabetes	  se	  ha	  descrito	  como	  factor	  protector	  en	  el	  desarrollo	  del	  AAA,	  y	  está	  asociada	  a	  una	  baja	  prevalencia	  del	  AAA	  y,	  en	  caso	  de	  existir,	  a	  un	  crecimiento	  más	  lento(31). 	  El	   AAA	   constituye	   por	   tanto	   una	   forma	   de	   aterotrombosis	   particular,	   en	   cuya	  patogenia	   desempeña	   un	   papel	   fundamental	   la	   proteólisis(34).	   Sin	   embargo,	  mientras	   que	   en	   la	   aterosclerosis	   el	   evento	   característico	   es	   la	   formación	   de	   un	  
core	  lipídico	  en	  la	  neoíntima	  arterial,	  el	  AAA	  está	  caracterizado	  por	  la	  formación	  de	  un	   trombo	   intraluminal,	   la	   dilatación	   y	   desestructuración	   de	   la	   capa	  media,	   y	   la	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presencia	   de	   una	   reacción	   inmunoinflamatoria,	   fibrosis	   y	   neoangiogénesis	   en	   la	  capa	  adventicia.	  	  Como	  consecuencia	  de	   la	  dilatación	  arterial	   se	  produce	  una	  alteración	  en	  el	   flujo	  hemodinámico,	   y	   como	   respuesta	   para	   restablecer	   el	   flujo	   laminar	   se	   genera	   un	  trombo	   intraluminal	   (ILT).	  El	   ILT	  presenta	  distintas	  capas	   (luminal	  y	  abluminal),	  de	   las	  cuales	   la	  capa	   luminal	  es	   la	  más	  rica	  en	  elementos	  celulares(35),	  entre	   los	  que	   destacan	   los	   neutrófilos,	   los	   eritrocitos	   y	   las	   plaquetas.	   Existe	   una	   relación	  entre	  plaquetas	  y	  neutrófilos,	  de	  manera	  que	  la	  inhibición	  de	  la	  agregación	  o	  de	  la	  activación	   plaquetaria	   parece	   limitar	   el	   crecimiento	   aneurismático(36)	   y	   estar	  asociada	  con	  una	  menor	  acumulación	  de	  neutrófilos	  dentro	  del	  ILT(37).	  El	  ILT	  es	  un	   neotejido	   biológicamente	   activo,	   y	   debido	   a	   su	   presencia	   no	   hay	   endotelio	   o	  íntima(38).	   La	   capa	   media	   se	   encuentra	   reducida	   y	   dañada,	   ya	   que	   los	  componentes	  elásticos	  y	  las	  CMLV	  prácticamente	  han	  desaparecido.	  Finalmente,	  la	  capa	   adventicia	   presenta	   características	   inmunoinflamatorias,	   fibróticas	   y	  neoangiogénicas.	  	  	  Actualmente,	   los	  modelos	  murinos	   de	   inducción	   de	   AAA	   son	   los	  más	   empleados	  por	  diversas	  razones	  como	  el	  bajo	  coste	  económico	  o	  la	  facilidad	  de	  manipulación	  genética,	   así	   como	   los	   que	   más	   información	   han	   proporcionado	   sobre	   su	  fisiopatología(39).	  Existen	  modelos	  basados	  en	  la	  modificación	  genética	  de	  MMP-­‐3(40)	   o	   en	   el	   inhibidor	   tisular	   de	   MMP-­‐1	   (TIMP-­‐1)(41),	   los	   cuales	   desarrollan	  degeneración	  espontánea	  de	   la	  capa	  media.	  Sin	  embargo,	   los	  más	  empleados	  son	  aquellos	   que	   inducen	   la	   formación	   de	   AAA	   mediante	   infusión	   de	   agentes	  hipertensivos	   como	   angiotensina	   II	   (AngII)(42)	   o	   mediante	   tratamiento	   con	  elastasa	  in	  situ(43).	  	  La	  perfusión	  de	  elastasa	  en	  la	  aorta	  de	  ratón	  causa	  una	  dilatación	  que	  inicialmente	  es	  leve-­‐moderada.	  Sin	  embargo,	  a	  partir	  de	  los	  14	  días	  la	  dilatación	  puede	  llegar	  a	  superar	  el	  100%	  del	  diámetro	  aórtico.	  Este	  modelo	  se	  caracteriza	  por	  una	  intensa	  degradación	  de	  la	  capa	  media,	  por	  lo	  que	  el	  componente	  inmunoinflamatorio	  de	  la	  pared	   aórtica	   está	   formado	   principalmente	   por	   monocitos,	   con	   presencia	   de	  neutrófilos	   en	   la	   adventicia(43).	   El	   daño	   inducido	   por	   la	   elastasa	   aumenta	   la	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expresión	  de	  MMP	  y	  otras	  proteasas	  en	  la	  zona	  de	  infiltrado	  de	  macrófagos(44).	  La	  principal	   desventaja	   de	   este	   modelo	   consiste	   en	   el	   estrés	   mecánico	   producido	  durante	   la	   intervención,	   que	   deriva	   en	   una	   elevada	   tasa	   de	   mortalidad.	   Las	  principales	   ventajas	   son	   la	   reproducibilidad	   de	   distintas	   situaciones	   patológicas	  del	   AAA,	   como	   el	   reclutamiento	   de	   leucocitos	   en	   fases	   iniciales,	   la	   presencia	   de	  respuesta	   inflamatoria	  en	   la	  pared	  arterial,	   la	  degradación	  de	  elastina	  y	  colágeno	  en	  la	  capa	  media	  y	  la	  consecuente	  dilatación	  aórtica.	  	  	   	  	  	  	  
2 Mecanismos	  implicados	  en	  el	  remodelado	  vascular	  patológico	  	  La	   sangre	  circula	  por	  el	   lumen	  de	   la	  arteria	  en	  contacto	  directo	  con	  el	  endotelio,	  que	  es	  una	  monocapa	  celular	  y	  la	  más	  interna	  de	  la	  pared	  arterial.	  El	  endotelio	  se	  apoya	  en	  la	  capa	  subendotelial,	  que	  consiste	  en	  tejido	  conectivo	  y	  puede	  presentar	  a	  veces	  CMLV	  dispersas.	  Más	  externamente	  se	  encuentra	  la	  capa	  media,	  de	  mayor	  grosor,	  formada	  también	  por	  CMLV	  y	  rodeada	  por	  fibras	  de	  colágeno	  y	  elastina	  que	  determinan	   sus	   propiedades	   físicas.	   La	   capa	   adventicia	   es	   la	  más	   exterior	   y	   está	  constituida	  por	  tejido	  conectivo.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
	  
Figura	  3.	  Estructura	  de	  la	  pared	  arterial.	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En	   las	   enfermedades	   que	   cursan	   con	   un	   remodelado	   de	   la	   pared	   vascular,	   como	  ocurre	   en	   la	   aterosclerosis	   o	   en	   el	   AAA,	   se	   pueden	   encontrar	   mecanismos	  fisiopatológicos	   comunes	   que	   alteran	   la	   estructura	   y	   la	   función	   de	   los	   distintos	  componentes	  de	   la	   pared	   vascular.	   Entre	   ellos	   destacan	  principalmente	   el	   estrés	  oxidativo,	   la	   inflamación,	   la	   proteólisis	   y	   consecuente	   degradación	   de	   la	   matriz	  extracelular,	  la	  muerte	  celular	  y	  la	  neoangiogénesis.	  	  	  	  
2.1 Estrés	  oxidativo	  El	   estrés	   oxidativo	   puede	   definirse	   como	   un	   desequilibrio	   entre	   el	   balance	   de	  sustancias	  oxidantes	  y	  antioxidantes,	  promovido	  por	  un	  aumento	  de	  moléculas	  con	  carácter	  oxidante	  en	  detrimento	  de	  las	  defensas	  antioxidantes,	  lo	  que	  produce	  una	  alteración	  de	  la	  homeostasis	  redox(45).	  El	  estrés	  oxidativo	  está	  mediado	  bien	  por	  ROS,	   bien	   por	   especies	   reactivas	   de	   nitrógeno	   (RNS),	   y	   es	   el	   responsable	   de	   la	  modificación	  de	   las	  macromoléculas.	  Los	  radicales	   libres	  son	  moléculas	  o	  átomos	  que	   contienen	   uno	   o	   más	   electrones	   desapareados	   en	   su	   orbital	   más	   externo,	  confiriéndolas	   gran	   reactividad	   redox.	   Por	   otro	   lado,	   se	   encuentran	   las	   especies	  reactivas	  que	  no	  contienen	  electrones	  desapareados,	  pero	  son	  especies	  oxidantes.	  Entre	  ellos	  se	  encuentran	  el	  peróxido	  de	  hidrógeno,	  el	  ozono,	  el	  oxígeno	  singlete,	  o	  el	  dióxido	  de	  nitrógeno(46).	  Además	  de	  oxidantes	  de	  origen	  exógeno,	  el	  organimo	  también	   genera	   ROS	   de	   forma	   fisiológica,	   que	   desempeñan	   un	   papel	   muy	  importante	   a	   nivel	   celular,	   ya	   que	   pueden	   modular	   rutas	   de	   señalización	  específicas,	  lo	  que	  se	  conoce	  como	  señalización	  redox(47).	  	  	  Entre	   los	   radicales	   libres	   endógenos	   más	   reactivos	   se	   encuentran	   el	   radical	  hidroxilo	  (OH-­‐)	  y	  el	  peroxinitrito	  (ONOO-­‐),	  que	  resulta	  de	  la	  reacción	  entre	  el	  óxido	  nítrico	  y	  el	  anión	  superóxido	  (O2−),	  otro	  radical	   libre	  que	  es	  poco	  reactivo	  por	  si	  solo	   pero	   es	   intermediario	   de	   otros	   como	   el	   peroxinitrito(48,	   49).	   El	   NO	   es	  producido	   en	   condiciones	   fisiológicas	  por	   la	   óxido	  nítrico	   sintasa	   constitutiva	  de	  las	   células	   endoteliales	   (eNOS)	   y	   en	   condiciones	   de	   estrés	   por	   su	   isoforma	  inducible	  en	  células	  fagocíticas	  (iNOS),	  mientras	  que	  el	  O2−	  se	  genera	  mediante	  la	  reducción	   del	   oxígeno	   molecular	   a	   través	   de	   varias	   enzimas	   como	   la	   xantina	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oxidasa,	   la	  nicotín	  adenín	  dinucleótido	   (fosfato)	   [NAD(P)H]	  oxidasa,	   la	   citocromo	  P450	   monoxigenasa	   mitocondrial	   o	   la	   lipoxigenasa	   en	   distintos	   tipos	   celulares	  como	  macrófagos,	  fibroblastos,	  células	  endoteliales	  y	  CMLV(48).	  	  	  El	   estrés	   oxidativo	   pude	   producir	   daños	   directos	   sobre	   macromoléculas,	   tales	  como	  lípidos,	  ácidos	  nucleicos,	  proteínas	  y	  glúcidos(50),	  desempeñando	  un	  papel	  importante	   en	   la	   aterotrombosis(51).	   La	   oxidación	   de	   lipoproteínas	   como	   LDL,	  mediante	   la	   formación	   de	   radicales	   en	   ApoB,	   las	   transforman	   en	   compuestos	  proinflamatorias	   y	   citotóxicos	   implicados	   en	   la	   progresión	   de	   la	   enfermedad	  vascular	  que	  además	  son	  capaces	  de	  activar	   la	  NAD(P)H	  oxidasa(52). ROS	  y	  RNS	  también	   están	   implicados	   en	   la	   patogenia	   del	  AAA(53).	   En	   el	  microambiente	   del	  AAA	  se	  produce	  una	  situación	  de	  estrés	  oxidativo	  debida	   tanto	  al	  descenso	  de	   la	  actividad	  de	  enzimas	  antioxidantes(54,	  55)	  como	  a	  la	  mayor	  actividad	  de	  enzimas	  productoras	   de	   especies	   reactivas(55,	   56).	   Algunas	   enzimas	   implicadas	   en	   la	  patogenia	  de	  la	  aterosclerosis	  como	  la	  lipoxigenasa,	  la	  cicloxigenasa	  o	  el	  citocromo	  P450	   también	   podrían	   estar	   contribuyendo	   a	   generar	   ROS	   en	   la	   pared	   vascular,	  aunque	  su	  papel	  en	  la	  formación	  y	  progresión	  del	  AAA	  no	  está	  demostrado(57). 	  Las	   leucocitos	   infilitrados	   sintetizan	   también	  citoquinas	  que	   inducen	   la	  actividad	  NAD(P)H	   oxidasa	   de	   las	   células	   vasculares	   y	   de	   las	   propias	   células	  inmunoinflamatorias.	   Los	   factores	   de	   crecimiento	   como	   AngII	   o	   PDGF,	   y	  mediadores	  lipídicos	  como	  los	  leucotrienos	  o	  el	  ácido	  lisofosfatídico,	  también	  son	  capaces	   de	   inducir	   la	   producción	   de	   ROS	   mediante	   la	   actividad	   NAD(P)H	  oxidasa(58,	  59).	  Por	  otra	  parte,	  la	  lisis	  de	  eritrocitos	  (o	  hemólisis)	  desencadena	  un	  aumento	   de	   hemoglobina	   libre	   extracelular	   que	   produce	   un	   aumento	   de	   estrés	  oxidativo	  por	  la	  formación	  de	  anión	  superóxido	  y	  H2O2(60).	  Tanto	  el	  grupo	  hemo	  como	   el	   hierro	   libre	   pueden	   incrementar	   la	   capacidad	   oxidante	   del	   entorno	  vascular.	   H2O2	   y	   Fe2+	   pueden	   reaccionar	   mediante	   la	   reacción	   de	   Fenton	  produciendo	   radical	   hidroxilo:	   H2O2	   +	   Fe2+	  →·OH+OH−	   +	   Fe3+.	   La	   reacción	   de	  Haber-­‐Weiss	  genera	  radicales	  hidroxilo	  a	  partir	  de	  O2−	  y	  H2O2:	  O2−	  +	  H2O2	  → ·OH	  +	  OH−	   +	   O2.	   Además,	   el	   hierro	   liberado	   actúa	   como	   agente	   quimiotáctico	   para	   los	  macrófagos.	  Tanto	  los	  macrófagos	  como	  los	  leucocitos	  infiltrados	  pueden	  generar	  grandes	   cantidades	   de	   anión	   superóxido	   y	   otras	   especies	   oxidantes	   como	   H2O2.	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Finalmente,	  las	  alteraciones	  que	  se	  producen	  en	  las	  fuerzas	  hemodinámicas	  tanto	  en	  AAA	  por	  el	  trombo	  intraluminal,	  como	  en	  aterosclerosis	  por	  la	  presencia	  de	  la	  placa	  de	  ateroma,	  pueden	  favorecer	  la	  producción	  de	  ROS	  vía	  NAD(P)H	  oxidasa	  en	  CMLV	  y	  exacerbar	  tanto	  el	  estrés	  oxidativo	  como	  la	  inflamación(61).	  	  	  	  
2.2 Inflamación	  La	  inflamación	  es	  un	  proceso	  biológico	  en	  el	  cual	  participan	  de	  forma	  coordinada	  el	  sistema	   inmune	   innato	   y	   el	   adquirido.	   Ocurre	   frente	   a	   una	   agresión	   que	   puede	  estar	   producida	   por	   diversos	   factores	   de	   tipo	   biológico,	   químico	   o	   físico.	   La	  finalidad	  de	  la	  inflamación	  es	  la	  eliminación	  del	  agente	  causante	  o	  su	  aislamiento	  y	  la	  reparación	  del	  daño	  producido	  en	  el	  tejido(62).	  	  La	  respuesta	  inmune	  innata	  ofrece	  una	  respuesta	  inmediata	  pero	  inéspecífica.	  Este	  sistema	   representa	   la	   primera	   barrera	   defensiva	   del	   organismo	   e	   incluye	   varios	  tipos	   celulares	   como	   células	   dendríticas,	   monocitos,	   macrófagos,	   neutrófilos,	  eosinófilos,	   basófilos,	   células	   NK,	   y	   moléculas	   del	   sistema	   del	   complemento,	  citoquinas	   y	   quimioquinas.	   La	   respuesta	   inmune	   adquirida,	   ejerce	   su	   protección	  sobre	   el	   organismo	   mediante	   respuestas	   antigénicas	   específicas	   y	   mediante	   la	  generación	  de	  memoria	   inmunológica,	   y	   está	  mediada	  por	   células	   presentadoras	  de	  antígenos,	  linfocitos	  y	  anticuerpos(62).	  	  Si	  las	  condiciones	  nocivas	  cesan,	  la	  respuesta	  inflamatoria	  aguda	  cesa	  y	  el	  sistema	  inmune	   recupera	   sus	   condiciones	   homeostáticas	   basales(63).	   Sin	   embargo,	   si	   las	  condiciones	  dañinas	  se	  mantienen,	  entonces	  la	  respuesta	  inflamatoria	  también	  se	  mantiene	  sostenida	  en	  el	  tiempo	  dando	  lugar	  a	  un	  estado	  de	  inflamación	  crónico,	  que	  se	  ha	  descrito	  en	  diversas	  patologías	  como	  la	  aterotrombosis.	  Los	  estados	  de	  inflamación	   crónica	   parecen	   estar	   relacionados	   con	   el	   mal	   funcionamiento	   del	  tejido,	   es	   decir,	   con	   el	   desequilibrio	   homeostático	   de	   una	   o	   más	   funciones	  fisiológicas(62).	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La	   inflamación	   en	   la	   pared	   arterial	   puede	   iniciarse	   mediante	   estímulos	  bioquímicos	   lesivos(64)	   y	   mediante	   los	   depósitos	   y	   modificaciones	   de	  lipoproteínas(65).	   El	   endotelio	   activado	   permite	   entonces	   la	   extravasación	  selectiva	   de	   distintas	   células	   del	   sistema	   inmune	   a	   través	   de	   la	   expresión	   de	  selectinas	  que	   interaccionan	   con	   las	   integrinas	   y	   los	   receptores	  de	  quimioquinas	  presentes	  en	  los	  distinos	  leucocitos(66).	  	  Los	   macrófagos	   son	   una	   población	   heterogénea	   y	   de	   origen	   mayoritariamente	  monocitario.	   Tras	   la	   infiltración	   en	   el	   tejido,	   los	   monocitos	   se	   diferencian	   a	  macrófagos	  y	  se	  transforman	  en	  células	  residentes.	  Este	  proceso	  de	  diferenciación	  conlleva	   un	   aumento	   de	   tamaño	   celular	   y	   un	   mayor	   desarrollo	   del	   sistema	  lisosomal,	  así	  como	  un	   incremento	  de	  su	  metabolismo	  energético	  derivado	  de	  un	  aumento	   en	   el	   número	   y	   tamaño	   de	   las	   mitocondrias.	   Los	   macrófagos	   se	   han	  dividido	   clásicamente	   en	   dos	   subpoblaciones:	   macrófagos	   M1	   o	   M2.	   Los	  macrófagos	  M1	  se	  caracterizan	  por	  mantener	  y	  potenciar	  la	  respuesta	  inflamatoria,	  promoviendo	  el	  daño	  tisular	  mediante	  la	  secreción	  de	  citoquinas	  proinflamatorias	  como	  el	  factor	  de	  necrosis	  tumoral	  (TNFα)	  y	  la	  producción	  de	  grandes	  cantidades	  de	   ROS	   y	   RNS(67).	   Por	   otra	   parte,	   los	   macrófagos	   M2	   secretan	   citoquinas	  antinflamatorias	   como	   interleuquina	   10	   (IL-­‐10)	   o	   el	   factor	   de	   crecimiento	  transformante	  (TGF-­‐β),	  y	  promueven	  la	  resolución	  de	  la	  inflamación,	  dando	  lugar	  a	  la	   reparación	  del	   tejido(68).	   Los	  macrófagos	   son	   células	   con	  una	   alta	  plasticidad	  funcional	   y	   pueden	   cambiar	   de	   fenotipo	   en	   respuesta	   al	  microambiente(69).	   Los	  dos	   tipos	   de	   macrófagos	   se	   hayan	   en	   las	   lesiones	   aterotrombóticas,	   aunque	   el	  concepto	   M1/M2	   es	   más	   complejo,	   al	   menos	   en	   estas	   enfermedades,	   y	   existen	  otros	  fenotipos	  alternativos	  que	  ejercen	  diferentes	  funciones(70,	  71).	  	  	  Los	  macrófagos	  están	  presentes	  de	  forma	  abundante	  tanto	  en	  la	  placa	  de	  ateroma	  como	  en	  la	  capa	  adventicia	  del	  AAA.	  Sin	  embargo,	  los	  neutrófilos	  son	  los	  primeros	  en	  acudir	  a	  la	  zona	  dañada.	  Sus	  funciones	  principales	  consisten	  en	  la	  fagocitosis	  y	  en	  la	  liberación	  del	  contenido	  de	  sus	  gránulos,	  que	  contienen	  diversas	  proteasas,	  y	  que	   producen	   un	   aumento	   de	   ROS	   y	   RNS(63).	   Se	   ha	   observado	   que	   el	   nivel	   de	  neutrofilia	  inducido	  por	  hipercolesterolemia	  se	  correlaciona	  positivamente	  con	  las	  lesiones	  ateroscleróticas	   en	  modelos	   experimentales(72).	  Además,	   los	  valores	  de	  
	   27	  
leucocitos	   circulantes	   analizados	   en	   estudios	   epidemiológicos	   son	   un	   factor	   de	  riesgo	   independiente	   para	   la	   ECV(73),	   por	   lo	   que	   se	   ha	   postulado	   que	   los	  neutrófilos	  –	  que	  representan	   la	  primera	  barrera	  de	   la	   inmunidad	  –	  desempeñan	  un	  papel	  fundamental	  en	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad	  aterotrombótica.	  Además,	  también	  se	  produce	  el	  reclutamiento	  y	  la	  activación	  de	  linfocitos	  tanto	  en	  la	  placa	  de	  ateroma	  como	  en	  el	  AAA.	  En	  aterosclerosis,	   la	  activación	  de	  estas	  células	  y	  su	  polarización	  a	  Th1	  regula	  el	  inicio	  y	  el	  crecimiento	  de	  la	  placa	  de	  ateroma	  y	  ha	  sido	  implicada	  en	  su	  desestabilización	  y	  rotura(74).	  	  	  Las	   quimioquinas,	   los	   mediadores	   lipídicos	   o	   lípidos	   bioactivos,	   así	   como	   las	  moléculas	   coestimuladoras,	   que	  promueven	  una	   respuesta	   adaptativa,	   regulan	   la	  respuesta	  inflamatoria	  y	  guían	  la	  inmunidad	  celular	  mediante	  las	  interacciones	  con	  las	   distintas	   poblaciones	   celulares(12)	   presentes	   tanto	   en	   la	   placa	   de	   ateroma	  como	  en	  el	  AAA.	  	  	  Las	  citoquinas	   inflamatorias	  como	  TNFα,	   IL-­‐1	  o	   IL-­‐6	  son	  producidas	  por	  muchos	  tipos	  celulares.	  Participan	  en	  distintas	  funciones	  como	  la	  activación	  del	  endotelio	  y	  los	   leucocitos	   o	   la	   inducción	   de	   la	   fase	   aguda	   de	   la	   respuesta	   inflamatoria.	   Las	  quimioquinas	  también	  son	  producidas	  por	  muchos	  tipos	  celulares	  en	  respuesta	  a	  distintos	  estímulos,	  y	  controlan	  la	  extravasación	  leucocitaria	  y	  la	  quimiotaxis	  hacia	  los	  tejidos	  afectados.	  Por	  ejemplo,	  cuando	  la	  situación	  de	  estrés	  o	  de	  disfunción	  del	  tejido	   es	   extrema,	   la	   acción	   ejercida	   por	   los	   macrófagos	   resulta	   insuficiente,	  produciéndose	  la	  secreción	  de	  la	  quimioquina	  CCL-­‐2,	  que	  produce	  el	  reclutamiento	  de	  más	  macrófagos(75).	  Además	  de	  mediar	  el	  reclutamiento	  de	  células	  del	  sistema	  inmunológico,	   las	  quimioquinas	  controlan	   la	  homeostasis	  y	   la	  activación	  de	  estas	  células.	  En	  las	  primeras	  etapas	  de	  aterogénesis,	  el	  endotelio	  libera	  la	  quimioquina	  CXCL-­‐1	   en	   respuesta	   al	   ácido	   lisofosfatídico	  presente	   en	   las	   LDL	  y	   se	  produce	   el	  reclutamiento	  de	  neutrófilos	  y	  monocitos	  a	  la	  pared	  arterial	  a	  través	  del	  receptor	  CXCR-­‐2.	   Junto	   a	   CCL-­‐2,	   el	   eje	   CXCL-­‐1/CXCR-­‐2	   forma	   un	   mecanismo	   de	  retroalimentación	   positiva	   para	   el	   reclutamiento	   de	   monocitos.	   Por	   otra	   parte,	  CXCL-­‐1	   también	   media	   el	   aumento	   de	   los	   niveles	   circulantes	   de	   neutrófilos	   y	  monocitos	  activados	  (caraterizados	  por	  la	  expresión	  de	  Ly6C	  en	  sus	  membranas)	  inducida	   por	   hipercolesterolemia,	   facilitando	   su	   reclutamiento	   en	   la	   pared	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arterial(76).	   Las	   quimioquinas	   también	   son	   importantes	   mediadores	   entre	   la	  inmunidad	  innata	  y	  la	  adaptativa.	  Por	  ejemplo,	  la	  quimioquina	  CCL-­‐17	  es	  secretada	  por	  células	  dendríticas	  y	  aumenta	  el	  reclutamiento	  de	  linfocitos	  T	  CD4+	  en	  la	  pared	  aórtica,	   regulando	   la	   homeostasis	   de	   los	   linfocitos	   Treg	   y	   promoviendo	   la	  aterotrombosis(12,	  77).	  	  	  Los	   mediadores	   lipídicos	   se	   biosintetizan	   principalmente	   a	   partir	   del	   ácido	  araquidónico	   y	   del	   ácido	   lisofosfatídico	   y	   son	   producidos	   a	   partir	   de	   la	  fosfatidilcolina	   presente	   en	   la	  membrana	   plasmática	   por	   acción	   de	   la	   fosfolipasa	  A2	   (PLA2).	   El	   ácido	   araquidónico	   puede	   ser	  metabolizado	   por	   las	   cicloxigenasas	  COX1	  y	  COX2	  para	  formar	  eicosanoides	  (prostaglandinas	  y	  tromboxanos),	  o	  por	  las	  lipoxigenasas,	   dando	   lugar	   a	   leucotrienos	   y	   lipoxinas.	   Los	   eicosanoides	   regulan	  diversos	   procesos	   como	   la	   permeabilidad	   vascular,	   la	   vasodilatación	   o	   la	  agregación	   plaquetaria.	   Los	   leucotrienos	   transducen	   señales	   mediadas	   por	  receptor	   que	   producen	   varios	   efectos	   proinflamatorios	   de	   relevancia	   en	  aterosclerosis,	  como	  el	  reclutamiento	  y	  activación	  leucocitaria,	   la	  proliferación	  de	  CMLV	  y	  la	  disfunción	  endotelial(78).	  Las	  lipoxinas	  son	  otros	  mediadores	  lipídicos,	  que	  junto	  a	  las	  resolvinas,	  las	  protectinas	  y	  las	  maresinas	  (todos	  ellos	  derivados	  de	  los	   ácidos	   grasos	   Ω-­‐3	   de	   la	   dieta),	   inhiben	   la	   inflamación	   y	   promueven	   la	  reparación	  tisular(79,	  80).	  Las	   lipoxinas	  median	  sus	  efectos	  a	   través	  del	  receptor	  
N-­‐formyl	  peptide	  receptor	  2	  (FPR2/ALX),	  que	  es	  expresado	  por	  macrófagos	  y	  CMLV,	  y	   cuya	   activación	   favorece	   los	   depósitos	   de	   colágeno	   en	   la	   placa	   de	   ateroma,	  aumentando	   su	   estabilidad(81).	   Por	   otra	   parte,	   el	   ácido	   lisofosfatídico	   se	   acetila	  para	   dar	   lugar	   a	   los	   factores	   activadores	   de	   plaquetas,	   que	   median	   distintos	  procesos	  inflamatorios	  como	  el	  reclutamiento	  de	  leucocitos,	  la	  vasodilatación	  y	  la	  vasoconstricción,	   el	   aumento	   de	   la	   permeabilidad	   vascular	   y	   la	   activación	  plaquetaria(62).	  	  La	  inflamación	  tiene	  una	  importante	  relación	  con	  la	  aterotrombosis	  como	  se	  puede	  observar,	  por	  ejemplo,	  en	  el	  aumento	  de	  los	  niveles	  de	  Proteína	  C	  Reactiva	  (CRP)	  o	  en	  el	  incremento	  local	  de	  células	  inflamatorias,	  encontrando	  en	  la	  aorta	  patológica	  abundantes	   linfocitos	   y	  macrófagos	   que	   son	   reclutados	  mediante	   la	   actividad	   de	  quimioquinas	   y	   leucotrienos(12,	   82).	   Una	   vez	   reclutadas,	   su	   activación	   por	   los	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mediadores	   lipídicos,	   así	   como	   por	   diferentes	   moléculas	   coestimuladoras,	  determina	   su	   papel	   en	   la	   respuesta	   inmunoinflamatoria,	   promoviéndola	   o	  atenuándola.	  La	  respuesta	  inmunoinflamatoria	  también	  altera	  el	  comportamiento	  de	  células	  endoteliales	  y	  CMLV.	  Por	  lo	  tanto,	  la	  inflamación	  no	  sólo	  se	  asocia	  con	  la	  presencia	   de	   la	   placa	   de	   ateroma	   o	   del	   AAA,	   sino	   que	   juega	   un	   papel	   en	   su	  patogenia(12,	  83).	  En	  general,	   se	  puede	  ver	   la	   inflamación	  como	  un	  protagonista	  de	  la	  fisiopatología	  de	  la	  aterotrombosis	  al	  que	  se	  pueden	  atribuir	  muchos	  de	  los	  factores	  de	  riesgo	  conocidos(84).	  	  
2.3 Proteólisis	  La	  matriz	  extracelular	  (ECM)	  proporciona	  la	  plataforma	  estructural	  y	  funcional	  de	  los	  vasos	  sanguíneos,	  por	  lo	  que	  las	  alteraciones	  en	  su	  síntesis	  y/o	  degradación	  son	  clave	  en	  el	  desarrollo	  del	  remodelado	  vascular	  patológico	  (85).	  La	  evolución	  de	  la	  placa	  de	  ateroma	  hasta	  estadios	  de	  lesiones	  avanzadas	  es	  un	  proceso	  lento,	  que	  se	  asocia	   tanto	   con	   el	   incremento	   de	   su	   contenido	   celular	   y	   de	   ECM	   como	   con	   el	  aumento	  de	   la	   actividad	  proteolítica,	   principalmente	  en	  macrófagos	  y	  CMLV(86).	  En	  el	  AAA,	  la	  degradación	  de	  la	  ECM	  hace	  que	  la	  capa	  media	  disminuya	  su	  grosor,	  produciéndose	  la	  dilatación	  y	  la	  potencial	  rotura	  de	  la	  pared	  arterial(87).	  	  	  Las	  MMP	  son	  una	  familia	  de	  endopeptidasas	  dependientes	  de	  zinc,	  producidas	  por	  diversos	   tipos	   celulares	   (endotelio,	   músculo	   liso,	   monocitos	   y	   linfocitos),	   que	  degradan	  numerosos	  componentes	  de	  la	  ECM	  y	  otras	  proteínas	  no	  relacionadas.	  Se	  sintetizan	   y	   secretan	   como	   proenzimas	   inactivas	   y	   poseen	   un	   dominio	  propeptídico	   rico	   en	   cisteínas,	   capaz	   de	   plegarse	   e	   interactuar	   con	   el	   Zn2+	   del	  dominio	   catalítico,	   impidiendo	   así	   su	   actividad	   enzimática.	   La	   activación	   de	   las	  MMP	   requiere	   la	   escisión	   del	   dominio	   propeptídico(88).	   Las	   MMP	   favorecen	   la	  perpetuación	  de	  la	  reacción	  inflamatoria	  mediante	  el	  incremento	  de	  la	  infiltración	  monocitaria	   en	   la	   pared	   vascular.	   El	   aumento	   en	   la	   expresión	   de	   determinadas	  MMP	   conlleva	   una	   mayor	   infiltración	   de	   macrófagos,	   con	   rotura	   de	   la	   lámina	  elástica	  interna	  y	  aceleración	  del	  remodelado	  vascular	  patológico(89,	  90).	  Además,	  las	   MMP	   también	   contribuyen	   a	   la	   inestabilidad	   de	   la	   placa(91),	   donde	   su	  expresión	   y	   actividad	   se	   encuentra	   principalmente	   asociada	   a	  macrófagos(92)	   y	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puede	  ser	  una	  consecuencia	  del	  aumento	  de	  la	  producción	  de	  anión	  superóxido,	  ya	  que	   coincide	   con	   la	   expresión	  de	   la	  NADPH	  oxidasa	  y	   la	  producción	  de	   radicales	  libres(93).	   De	   forma	   similar,	   la	   actividad	   NADPH	   oxidasa	   –	   así	   como	   iNOS	   -­‐	  también	   se	   encuentra	   aumentada	   en	   la	   pared	   patológica	   del	   AAA(94),	   de	   forma	  paralela	  a	  una	  mayor	  expresión	  de	  MMP	  que	  está	  asociada	  a	  un	  mayor	  crecimiento	  del	  AAA(95,	  96).	  	  Las	  MMP	   también	   se	   encuentran	   reguladas	   por	   diversos	   estímulos	   inflamatorios	  como	   TNFα(97).	   En	   estudios	   experimentales	   se	   ha	   demostrado	   que	   CRP,	   un	  biomarcador	   inflamatorio	   y	   de	   riesgo	   aterotrombótico,	   también	   induce	   la	  expresión	   de	   MMP	   en	   células	   endoteliales(98).	   Los	   linfocitos	   también	   son	  importantes	   fuentes	   de	   MMP	   y	   otras	   proteasas	   que	   degradan	   proteínas	  estructurales	  como	  colágeno,	  elastina	  y	  laminina,	  conduciendo	  a	  la	  degradación	  de	  la	  pared	  arterial(99).	  	  En	  el	  AAA,	  las	  proteasas	  presentes	  en	  el	  trombo,	  así	  como	  las	  liberadas	  a	  causa	  de	  la	   respuesta	   inmunoinflamatoria	   adventicial,	   llevan	   a	   cabo	   la	   degradación	   de	   la	  ECM(38).	   Esta	   degradación	   de	   proteínas	   estructurales,	   unida	   a	   la	   reducida	  capacidad	  para	  sintetizar	  nuevas	  proteínas	  de	  matriz,	  conducen	  al	  debilitamiento	  y	  a	   la	   dilatación	   de	   la	   pared	   aórtica,	   así	   como	   a	   una	   posible	   rotura(100).	   Algunos	  componentes	   presentes	   en	   el	   ILT,	   como	   la	   plasmina,	   también	   colaboran	   en	   la	  degradación	   de	   proteínas	   de	   la	   ECM	   como	   la	   fibronectina(101).	   La	   presencia	   de	  neutrófilos	  –	  células	  habituales	  en	  el	  ILT	  –	  se	  asocia	  a	  un	  aumento	  en	  los	  niveles	  de	  MMP-­‐8,	  MMP-­‐9	  y	  elastasa.	  Además,	  su	  presencia	  limita	  la	  capacidad	  de	  las	  células	  mesenquimales	   de	   colonizar	   el	   trombo,	   inhibiendo	   así	   el	   proceso	   endógeno	   de	  reparación(102).	  	  En	   general,	   se	   puede	   decir	   que	   el	   desequilibrio	   de	   la	   actividad	   proteolítica	   en	  aterotrombosis	   es	   crítico	   para	   su	   desarrollo.	   En	   la	   placa	   de	   ateroma	   propicia	   su	  desarrollo	  e	  inestabilidad,	  mientras	  que	  en	  el	  AAA	  contribuye	  a	  la	  propia	  dilatación	  y	  a	  la	  potencial	  rotura.	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2.4 Muerte	  celular	  La	  muerte	   celular	   es	   un	   proceso	   crítico	   para	  mantener	   la	   homeostasis	   tisular	   y	  eliminar	  potenciales	  células	  perjudiciales.	  Además,	  las	  células	  expuestas	  a	  agentes	  deletéreos,	   extracelulares	   y/o	   intracelulares	   que	   pueden	   generar	   un	   ambiente	  nocivo	  irreversible	  para	  los	  tejidos,	  pueden	  seguir	  distintas	  vías	  de	  muerte	  celular	  dependiendo	  del	  estímulo	  y	  del	  tipo	  de	  célula(103).	  	  La	  necrosis	  es	  un	  tipo	  de	  muerte	  celular	  que	  se	  caracteriza	  por	  el	   incremento	  del	  tamaño	   celular	   debido	   a	   la	   vacuolización	   del	   citoplasma,	   desorganización	   de	   los	  orgánulos	   celulares,	   contracción	   de	   la	   membrana	  mitocondrial,	   dispersión	   de	   la	  cromatina	   y	   rotura	   de	   la	   membrana	   celular,	   lo	   que	   produce	   la	   liberación	   del	  contenido	   intracelular	   al	   espacio	   extracelular,	   desencadenando	   una	   respuesta	  inflamatoria(104).	  	  Apoptosis	   es	   un	   término	   que	   indica	   otra	   forma	   de	   muerte	   celular	   distinta	   a	   la	  necrosis,	  en	  la	  cual	  no	  hay	  pérdida	  de	  la	  integridad	  de	  la	  membrana	  celular	  y	  por	  lo	  tanto	  no	   se	  desencadena	   respuesta	   inflamatoria.	  La	  apoptosis	  –	  o	  muerte	   celular	  programada	  –	  es	  un	  proceso	  activo	  en	  el	  cual	  se	  produce	  gasto	  energético	  y	  que	  se	  distingue	  por	  la	  formación	  de	  cuerpos	  apoptóticos,	  mediante	  los	  cuales	  se	  evita	  la	  liberación	  del	   contenido	   intracelular	   al	   espacio	   extracelular.	   Fisiologicamente,	   es	  un	  proceso	  a	  través	  del	  cual	  se	  eliminan	  células	  dañadas	  o	  anómalas	  con	  el	  fin	  de	  mantener	  la	  homeostasis	  tisular(103,	  105).	  	  	  En	   la	  placa	  de	  ateroma,	   las	  células	  espumosas	  mueren	  en	   las	   lesiones	  avanzadas,	  colaborando	   así	   en	   la	   formación	   del	   core	   lipídico(11).	   Algunas	   de	   estas	   células	  mueren	  por	  apoptosis,	  pero	  la	  gran	  mayoría	  lo	  hace	  mediante	  necrosis(104).	  En	  el	  AAA,	  el	  adelgazamiento	  de	  la	  capa	  media	  ocurre	  por	  la	  apoptosis	  de	  las	  CMLV	  y	  por	  la	  destrucción	  de	  la	  ECM(106). 	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2.5 Neoangiogénesis	  La	  angiogénesis	  es	  un	  proceso	   fundamental	  para	  el	  desarrollo	  de	  nuevos	  vasos	  y	  juega	   un	   importante	   papel	   en	   procesos	   fisiológicos	   como	   el	   crecimiento,	   el	  desarrollo	   y	   la	   reparación	   tisular.	   En	   condiciones	   fisiológicas,	   el	   proceso	  angiogénico	   se	   encuentra	   inhibido	   en	   adultos	   y	   las	   células	   endoteliales	   se	  encuentran	   en	   estado	   quiescente.	   Sin	   embargo,	   los	   factores	   proangiogénicos	  presentes	   en	   condiciones	   patológicas	   como	   la	   aterotrombosis	   conllevan	   un	  desequilibrio	  de	  la	  angiogénesis	  o	  neoangiogénesis(107).	  	  La	  neoangiogénesis	  ocurre	  más	  frecuentemente	  en	  los	  lugares	  de	  la	  pared	  arterial	  que	   contienen	   un	   mayor	   infiltrado	   inflamatorio,	   especialmente	   macrófagos	   y	  linfocitos,	  en	  un	  proceso	  dirigido	  por	  factores	  proangiogénicos	  como	  el	  PDGF(108).	  También	   ciertas	   quimioquinas	   como	   CCL-­‐2	   o	   las	   propias	   MMP,	   liberadas	  principalmente	   por	   macrófagos	   y	   linfocitos,	   pueden	   actuar	   como	   factores	  proangiogénicos	   además	   de	   potenciar	   la	   respuesta(109).	   La	   hipoxia	   y	   la	  inflamación	   son	   los	   principales	   factores	   desencadenantes	   de	  neoangiogénesis(107),	   aunque	   las	   células	   endoteliales	   y	   CMLV	   también	   pueden	  liberar	  factores	  proangiogénicos	  como	  el	  factor	  de	  crecimiento	  vascular	  endotelial	  (VEGF),	   en	   respuesta	   a	   los	   lípidos	   que	   se	   retienen	   en	   la	   pared	   arterial	  patológica(108).	   El	   grosor	   íntima-­‐media	   (IMT)	   y	   el	   infiltrado	   de	   células	  inflamatorias	   también	   están	  mediados	   por	   la	   presencia	   de	   neovasos(108).	   Estos	  neovasos	   son	   inmaduros	   y	   tienen	   una	   mayor	   permeabilidad,	   por	   lo	   que	   son	  considerados	   la	   principal	   causa	   de	   las	   hemorragias(110,	   111).	   Además,	   los	  eritrocitos	   liberados	   aumentan	   el	   reclutamiento	   de	   macrófagos	   en	   la	   pared	  arterial(111,	  112).	  	  Por	   otra	   parte,	   la	   actividad	   de	   las	   MMP	   resulta	   indispensable	   para	   la	  neovascularización	   de	   la	   placa	   de	   ateroma,	   un	   proceso	   asociado	   con	   la	  vulnerabilidad	   de	   las	   placas	   avanzadas,	   y	   que	   parece	   necesario	   para	   su	  crecimiento(113).	   En	   el	   AAA,	   la	   neovascularización	   no	   invade	   el	   ILT,	  permaneciendo	  en	  la	  adventicia	  y	  la	  parte	  externa	  de	  la	  capa	  media.	  Además,	  se	  ha	  descrito	   un	   incremento	   en	   la	   expresión	   de	   factores	   proangiogénicos	   asociado	   al	  lugar	  de	  rotura	  del	  AAA(114).	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3 Biomarcadores	  	  
	  Un	  biomarcador	  es	  una	  sustancia	  biológica	  que	  representa	  un	  proceso	  fisiológico	  o	  patológico	  en	  el	  organismo	  del	  que	  procede	  en	  un	  momento	  dado,	   lo	   cual	  puede	  resultar	   de	   utilidad	   en	   su	   aplicación	   para	   detectar	   la	   presencia	   o	   pronosticar	   la	  evolución	  de	  una	  determinada	  enfermedad.	  La	   investigación	  y	  el	  descubrimiento	  de	   nuevos	   marcadores	   puede	   ayudar	   a	   conocer	   y	   comprender	   mejor	   la	  fisiopatología	  de	   la	  enfermedad.	  Un	  biomarcador	   ideal	  debe	  cumplir	  una	  serie	  de	  características	  como	  presentar	  una	  relación	  causal	  con	  la	  enfermedad	  que	  señala,	  ser	   específico	   para	   esa	   enfermedad	   en	   particular,	   estar	   implicado	   en	   sus	  mecanismos	  fisiopatológicos,	  y	  ser	  capaz	  de	  reflejar	  la	  severidad	  y	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad(115).	  El	  descubrimiento	  de	  nuevos	  biomarcadores	  puede	  apoyarse	  en	  los	  conocimientos	  fisiopatológicos	  de	  la	  enfermedad	  o	  en	  las	  nuevas	  tecnologías	  disponibles	   como	   la	   proteómica.	   A	   nivel	   cardiovascular,	   la	   mayoría	   de	  biomarcadores	  pueden	  asociarse	  a	  diferentes	  procesos	  fisiopatológicos,	  como	  por	  ejemplo	   las	   moléculas	   de	   adhesión	   (implicadas	   en	   la	   disfunción	   endotelial),	  distintas	  quiomioquinas	  implicadas	  en	  la	  respuesta	  inmunoinflamatoria	  o	  MMP	  de	  relevancia	   en	   el	   proceso	   proteolítico(116).	   Otros	   marcadores	   como	   el	   IMT	   se	  pueden	   valorar	   mediante	   pruebas	   como	   la	   ultrasonografía,	   y	   se	   asocian	  directamente	   a	   la	   presencia	   de	   la	   ECV.	   Por	   ello,	   se	   pueden	   emplear	   para	  monitorizar	   la	   progresión	   de	   la	   enfermedad	   y/o	   la	   eficacia	   de	   los	   tratamientos	  aplicados	  al	  paciente(117).	  	  Los	   biomarcadores	   relacionados	   con	   la	   inflamación	   están	   elevados	   en	   pacientes	  con	  enfermedad	  aterotrombótica.	  Entre	  ellos	  se	  encuentran	  múltiples	  citoquinas	  y	  la	   CRP,	   que	   es	   el	   más	   ampliamente	   estudiado(118)	   junto	   al	   coestimulador	  CD40L(116).	   Respecto	   al	   estrés	   oxidativo,	   se	   han	   publicado	   numerosos	   estudios	  sobre	  la	  sobre	  la	  PLA2	  asociada	  a	  lipoproteínas	  (LP-­‐PLA2),	  donde	  se	  han	  descrito	  correlaciones	  entre	  la	  concentración	  de	  PLA2	  circulante	  y	  el	  aumento	  en	  el	  riesgo	  de	   eventos	   cardiovasculares,	   incluso	   después	   del	   ajuste	   multivariable	   para	   los	  factores	   de	   riesgo	   tradicionales.	   Además	   la	   LP-­‐PLA2	   es	   un	   factor	   de	   riesgo	  independiente	   y	   complementario	   de	   la	   CRP(119-­‐121).	   Por	   otra	   parte,	   los	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biomarcadores	   circulantes	   relacionados	   con	   el	   estrés	   oxidativo	   en	   el	   AAA	   aún	  deben	   ser	   identificados	   y	   valorados(122).	   Algunos	   biomarcadores	   estudiados	  estan	  relacionados	  de	  forma	  directa	  con	  la	  proteólisis	  de	  la	  ECM.	  Se	  ha	  demostrado	  que	  los	  péptidos	  de	  elastina	  y	  el	  propéptido	  aminoterminal	  del	  procolágeno	  tipo	  III	  están	  elevados	  en	   suero	  de	  pacientes	   con	  AAA.	   Sin	   embargo,	  presentan	  una	  baja	  sensibilidad	   y	   especificidad(123).	   Además,	   varios	   factores	   de	   riesgo	   en	  aterotrombosis,	   como	   la	   HTA,	   se	   han	   asociado	   a	   un	   aumento	   en	   las	  concentraciones	  de	  diversas	  MMP	  circulantes(124).	  Por	  otra	  parte,	  se	  ha	  descrito	  un	  aumento	  significativo	  en	  las	  concentraciones	  de	  MMP-­‐9	  y	  TIMP-­‐1	  en	  pacientes	  con	  aterosclerosis	  carotídea(125,	  126).	  	  	  Encontrar	   biomarcadores	   útiles	   es	   complicado,	   ya	   que	   la	   enfermedad	  aterotrombótica	   es	   multifactorial	   y	   tiene	   una	   fisiopatología	   compleja	   que	   no	   se	  conoce	  en	  su	  totalidad.	  A	  pesar	  de	  ello,	   la	  identificación	  de	  biomarcadores	  podría	  ayudar	   en	   las	   decisiones	   clínicas,	   proporcionar	   una	   mejor	   comprensión	   de	   la	  enfermedad	  y	  abrir	  nuevas	  posibilidades	  terapéuticas(115).	  En	  este	  sentido,	  se	  ha	  propuesto	   que	   la	   información	   proporcionada	   por	   un	   conjunto	   de	   biomarcadores	  podria	   favorecer	   su	   aplicación	   clínica.	   Así,	   la	   presencia	   en	   el	   AAA	   de	   varios	  biomarcadores	   alterados,	   es	   capaz	   de	   determinar	   el	   grupo	   de	   pacientes	   de	   alto	  riesgo	  para	  el	  desarrollo	  de	  la	  enfermedad(118).	  Actualmente	  no	  se	  conoce	  ningún	  marcador	   bioquímico	   de	   aterotrombosis	   con	   la	   especificidad	   y	   sensibilidad	  suficientes	   como	   para	   poder	   ser	   utilizado	   en	   la	   práctica	   clínica.	   Sin	   embargo,	   la	  existencia	   de	   marcadores	   biológicos	   ayudaría	   a	   diagnosticar	   la	   enfermedad	   y	   a	  conocer	  su	  expansión	  y	  evolución,	  así	  como	  a	  valorar	  la	  respuesta	  de	  los	  pacientes	  al	  tratamiento.	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4 Microvesículas	  
	  Las	   microvesículas	   son	   un	   conjunto	   heterogéneo	   de	   vesículas	   secretadas	   por	   la	  mayoría	  de	   los	  tipos	  celulares,	  que	  se	  pueden	  dividir,	  en	  base	  a	  su	  biogénesis,	  en	  exosomas	  y	  micropartículas.	  	  Los	  exosomas	  son	  pequeñas	  vesículas	  de	  aproximadamente	  100	  nm	  de	  diámetro.	  Estas	   vesículas	   se	   forman	   por	   invaginación	   de	   la	   membrana	   de	   un	   tipo	   de	  endosoma	   con	   características	   propias	   denominado	   cuerpo	  multivesicular,	   dando	  lugar	   a	   las	   vesículas	   intraluminales	   que	   formarán	   los	   exosomas.	   El	   cuerpo	  multivesicular	  realiza	  una	  selección	  de	  diferentes	  macromoléculas,	  entre	  las	  que	  se	  encuentran	   proteínas,	   ácidos	   ribonucleicos	   (RNA)	   mensajeros	   y	   miRNA	  específicos,	  que	  son	  seleccionados	  a	  través	  del	  sistema	  ESCRT	  I	  (endosomal	  sorting	  
complex	   required	   for	   transport	   I),	   permitiendo	   distintas	   composiciones	   de	  moléculas	  biológicas	  en	  el	  citoplasma	  y	  en	  el	   interior	  de	   los	  exosomas(127,	  128).	  Una	   vez	   formados	   los	   exosomas,	   el	   cuerpo	   multivesicular	   puede	   bien	   unirse	   al	  lisosoma	  para	   la	  degradación	  de	  su	  contenido,	  o	  bien	  a	   la	  membrana	  plasmática,	  liberando	  los	  exosomas	  al	  exterior	  celular.	  En	  este	  espacio,	  los	  exosomas	  tienen	  la	  posibilidad	   de	   unirse	   de	   forma	   paracrina	   a	   otras	   células	   receptoras.	   Cuando	   el	  exosoma	   contacta	   con	   una	   célula	   “receptora”,	   puede	   interiorizarse	   mediante	   la	  ruta	  endocítica,	  o	  bien	  puede	  producirse	  una	   fusión	  de	   la	  membrana	  de	   la	  célula	  con	   la	   membrana	   del	   exosoma,	   liberándose	   el	   contenido	   directamente	   al	  citoplasma,	   aunque	   los	   mecanismos	   moleculares	   por	   los	   que	   se	   produce	   esta	  última	  opción	  no	  se	  han	  descrito	  aún	  con	  detalle,	  ya	  que	  la	  membrana	  del	  exosoma	  posee	  características	  propias(129).	  	  Las	  micropartículas	  son	  otro	  tipo	  de	  microvesículas	   liberadas	  por	   todos	   los	   tipos	  celulares.	   Aunque	   comparten	   algunas	   características	   con	   los	   exosomas,	   son	  mayores	   sus	   diferencias	   que	   sus	   similitudes.	   Su	   tamaño	   es	   muy	   variable,	   entre	  100nm	  y	  1µm	  aproximadamente,	   aunque	  es	  muy	  variable,	   ya	  que	  depende	  de	   la	  célula	   productora(130).	   El	   contenido	   de	   las	   micropartículas	   es	   de	   composición	  similar	  al	  citoplasma,	  y	  no	  existe	  un	  sistema	  de	  selección	  específico	  para	  su	  carga.	  A	   diferencia	   de	   los	   exosomas,	   las	   micropartículas	   se	   forman	   y	   se	   liberan	   por	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evaginación	   de	   la	   membrana	   plasmática.	   Una	   vez	   en	   el	   espacio	   extracelular,	   las	  micropartículas	   son	   capaces	   de	   unirse	   a	   las	   células	   receptoras	  mediante	   la	   ruta	  endocítica	  o	  mediante	  fusión	  de	  las	  membranas(129).	  	  	  Respecto	  a	  su	  papel	  en	  situaciones	  patológicas,	  los	  exosomas	  se	  han	  asociado	  a	  la	  progresión	   de	   enfermedades	   neurodegenerativas(131),	   de	   distintos	   tipos	   de	  cáncer(132)	   y	   de	   ECV(133).	   Estos	   exosomas	   se	   encuentran	   en	   mayor	   cantidad	  según	  progresa	   la	  enfermedad,	  por	   lo	  que	  podrían	  tener	  una	  potencial	  aplicación	  como	  biomarcador	  diagnóstico/pronóstico(133).	  De	   forma	   similar,	   el	   número	  de	  micropartículas	   circulantes	   también	   se	   ha	   descrito	   como	   biomarcador	   de	  ECV(130).	   Debido	   a	   estas	   características,	   y	   por	   la	   posibilidad	   de	   aislarlos	  fácilmente	  de	  diferentes	   fluidos	  biológicos	   como	  el	  plasma,	  donde	   se	   encuentran	  en	   gran	   cantidad,	   las	   microvesículas	   tienen	   una	   potencial	   aplicación	   como	  herramienta	  en	  la	  detección	  de	  biomarcadores	  diagnósticos/pronósticos.	  	  	  Se	   ha	   descrito	   la	   participación	   de	   exosomas	   en	   la	   mayoría	   de	   los	   procesos	  implicados	   en	   el	   remodelado	   vascular	   patológico.	   Por	   ejemplo,	   los	   exosomas	  producidos	  por	  linfocitos	  T	  activados	  tienen	  un	  alto	  contenido	  en	  colesterol	  –	  tanto	  libre	  como	  en	  forma	  de	  ésteres	  –	  que	  es	  transferido	  a	  los	  macrófagos	  de	  la	  placa	  de	  ateroma	  mediante	  la	  fusión	  de	  los	  exosomas,	  que	  se	  produce	  por	  el	  reconocimiento	  de	   la	   fosfatidilserina	  en	   la	  membrana	  exosomal	  por	  parte	  de	   los	  macrófagos	  y	  su	  receptor	   de	   fosfatidilserina,	   promoviendo	   la	   acumulación	   de	   colesterol	   y	  aumentando	  el	  tamaño	  del	  core	  lipídico(134).	  Sin	  embargo,	  otros	  estudios	  niegan	  la	   presencia	   de	   fosfatidilserina	   en	   las	   membranas	   exosomales(135),	   por	   lo	   que	  asocian	  este	  tipo	  de	  procesos	  a	  otro	  tipo	  de	  microvesículas,	  como	  por	  ejemplo,	  las	  micropartículas.	  Por	  otra	  parte,	  la	  secreción	  de	  exosomas	  por	  células	  endoteliales	  se	   ha	   asociado	   a	   procesos	   ateroprotectores(136).	   En	   referencia	   al	   AAA,	   se	   han	  descrito	  potenciales	  biomarcadores	  asociados	  a	  microvesículas(137),	  pero	  todavía	  no	   se	   ha	   descrito	   en	   profundidad	   ninguna	   ruta	   de	   comunicación	   mediada	   por	  exosomas.	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5 Galectina-­‐3	  	  Las	   galectinas	   son	   una	   familia	   de	   proteínas	   presentes	   en	   mamíferos	   altamente	  conservadas	  e	  implicadas	  en	  la	  regulación	  de	  la	  inflamación.	  Su	  estructura	  consiste	  en	  monómeros	  o	  dímeros	  de	  dominios	  de	  reconocimiento	  de	  carbohidratos	  (CRD).	  La	  galectina-­‐3	  (Gal-­‐3)	  presenta	  una	  estructura	  única	  en	  su	  familia,	  y	  es	  el	  resultado	  de	   una	   quimera	   con	   un	   dominio	   CRD	   y	   otro	   dominio	   que	   no	   reconoce	  carbohidratos	   y	   que	   por	   lo	   tanto	   no	   se	   considera	   lectina.	   Está	   implicada	   en	  proliferación,	  quimiotaxis	  de	  macrófagos,	  fagocitosis,	  extravasación	  de	  neutrófilos,	  estrés	   oxidativo,	   apoptosis	   y	   angiogénesis(138),	   todos	   ellos	   procesos	   de	   gran	  relevancia	  en	  el	  remodelado	  vascular	  patológico	  (Figura	  4).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Figura	   4.	   Galectina-­‐3	   ejerce	   sobre	   macrófagos	   y	   neutrófilos	   diferentes	   funciones	  
relacionadas	  con	  la	  respuesta	  inmunoinflamatoria.	  	  	  Galectina-­‐3	  no	  contiene	  la	  clásica	  señal	  de	  secreción,	  y	  no	  sigue	  por	  lo	  tanto	  la	  ruta	  habitual	   a	   través	   del	   retículo	   endoplasmático	   y	   el	   aparato	   de	   Golgi	   para	   su	  secreción(138).	  Sin	  embargo,	  su	  presencia	  a	  nivel	  extracelular	  sugiere	  la	  existencia	  de	  un	  mecanismo	  de	  secreción	  distinto.	  En	  este	  sentido,	  Gal-­‐3	  ha	  sido	  previamente	  asociada	   a	   exosomas(139).	   Su	   papel	   como	   potencial	   biomarcador	   circulante	   de	  ECV	   ha	   sido	   principalmente	   evaluado	   en	   pacientes	   de	   insuficiencia	   cardíaca	  (HF)(140),	   donde	   sus	   niveles	   predicen	   la	   mortalidad	   a	   4	   años	   de	   forma	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independiente	   a	   los	   marcadores	   de	   ecocardiograma(141).	   Gal-­‐3	   podría	   estar	  ejerciendo	  su	  función	  en	  la	  fisiopatología	  de	  la	  HF	  a	  través	  de	  procesos	  de	  fibrosis	  e	  inflamación,	   ambos	   relacionados	   con	   el	   remodelado	   cardíaco(142),	   ya	   que	   es	  necesaria	   para	   la	   respuesta	   inflamatoria	   y	   fibrótica	  mediada	   por	   aldosterona	   en	  CMLV,	   tanto	   in	   vivo	   como	   in	   vitro,	   lo	   que	   sugiere	   que	   desempeña	   un	   papel	  fundamental	   en	   la	   fibrosis	   vascular(143).	   También	   se	   ha	   propuesto	   que	   Gal-­‐3	  podría	   estar	   involucrada	   en	   la	   diferenciación	   osteogénica	   de	   las	   CMLV(144).	   En	  este	   sentido,	   numerosas	   proteínas	   implicadas	   en	   este	   proceso	   se	   encuentran	  reguladas	  transcripcionalmente	  por	  Runx2,	  un	  factor	  de	  transcripción	  que	  también	  regula	  el	  gen	  que	  codifica	  para	  Gal-­‐3(145).	  	  	  Recientemente	  se	  ha	  demostrado	  que	  su	   inhibición	  –	  mediante	  deleción	  génica	  o	  mediante	   intervención	   farmacológica	   –	   detiene	   la	   progresión	   del	   remodelado	  cardíaco,	  atenúa	  la	  fibrosis	  cardíaca	  y	  preserva	  la	  función	  ventricular(146).	  	  A	  nivel	  vascular,	   Gal-­‐3	   ha	   sido	   relacionada	   con	   la	   patogenia	   de	   la	   aterosclerosis	  experimental(144,	   147-­‐150).	   La	   reducción	   de	   los	   niveles	   de	   Gal-­‐3	   mediante	  silenciamiento	   génico	   produce	   una	   reducción	   en	   el	   tamaño	   de	   la	   lesión	  aterosclerótica	  en	  ratones	  ApoE-­‐/-­‐,	  y	  este	  hecho	  ha	  sido	  atribuido	  principalmente	  a	  sus	  propiedades	  proinflamatorias(147,	  149).	  La	  inhibición	  farmacológica	  de	  Gal-­‐3	  mediante	   Modified	   citrus	   pectin	   (MCP)	   ha	   demostrado	   reducir	   el	   remodelado	  patológico	  vascular	  y	  cardíaco(150,	  151).	  MCP	  es	  un	  derivado	  de	  una	  pectina	  que	  se	   encuentra	   en	   la	   piel	   y	   la	   pulpa	   de	   los	   cítricos,	   que	   contiene	   fragmentos	   de	   la	  molécula	   original	   de	   pectina	   y	   se	   une	   al	   CRD	   de	   Gal-­‐3(152),	   modulando	   su	  actividad	   y	   alterando	   las	   funciones	   que	   ejerce	   en	   el	   espacio	   extracelular	   como	  mediador	  de	  interacciones	  intercelulares	  e	  inflamación(153).	  Es	  un	  compuesto	  que	  se	   puede	   administrar	   por	   vía	   oral	   sin	   generar	   toxicidad,	   y	   su	   uso	   como	  complemento	  dietético	  ha	  sido	  aprobado	  en	  otros	  países	  como	  Estados	  Unidos.	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6 Lipocalina	  asociada	  a	  gelatinasa	  de	  neutrófilos	  (NGAL)	  	  La	  lipocalina	  2	  (Lcn2)	  o	  NGAL	  (ortólogo	  en	  humanos)	  pertenece	  a	  la	  familia	  de	  las	  lipocalinas,	  un	  grupo	  de	  proteínas	  pequeñas	  de	  secreción	  que	  se	  caracterizan	  por	  su	   capacidad	   para	   unir	   moléculas	   hidrófobas	   pequeñas	   y	   activar	   distintos	  receptores	  de	  la	  superficie	  celular,	  y	  que	  muestran	  una	  gran	  diversidad	  estructural	  y	  funcional	  intra-­‐	  e	  interespecie(154).	  Inicialmente	  fue	  descrita	  como	  una	  proteína	  producida	   y	   secretada	   por	   células	   del	   sistema	   inmune	   innato	   que	   limita	   el	  crecimiento	   bacteriano	  disminuyendo	   la	   biodisponibilidad	  de	   hierro	  mediante	   la	  unión	  de	  sideróforos	  bacterianos(155,	  156).	  Aunque	  inicialmente	  su	  secreción	  fue	  asociada	  a	  neutrófilos,	  se	  sabe	  que	  Lcn2	  es	  producida	  por	  muchos	  tipos	  celulares,	  entre	   los	   que	   se	   encuentran	   hepatocitos,	   células	   epiteliales,	   renales	   tubulares	   o	  CMLV(157).	  Además	  del	  papel	  en	  la	  respuesta	  inmune,	  Lcn2	  también	  es	  un	  factor	  de	   crecimiento	   relacionado	   con	   el	   metabolismo	   lipídico,	   es	   necesaria	   para	   la	  granulocitosis	   y	   la	   quimiotaxis	   de	   neutrófilos,	   y	   es	   necesaria	   para	   preservar	   la	  actividad	  gelatinasa	  (MMP-­‐9)	  de	  los	  neutrófilos(157-­‐159).	  Durante	  la	  última	  década,	  se	  ha	  observado	  que	  los	  niveles	  sistémicos	  de	  NGAL	  se	  encuentran	  incrementados	  en	  distintas	  patologías	  como	  enfermedad	  renal(160)	  y	  ECV(157).	  Previamente	  se	  ha	  demostrado	  que	  NGAL	  se	  encuentra	  aumentado	  en	  neutrófilos	  circulantes	  y	  en	  plasmas	  de	  pacientes	  de	  AAA(161),	  así	  como	  en	  tejido	  patológico(162),	   aunque	   hasta	   la	   fecha	   no	   hay	   estudios	   que	   hayan	   examinado	   si	  NGAL	   desempeña	   alguna	   función	   en	   el	   AAA.	   Por	   otra	   parte,	   se	   ha	   descrito	   una	  relación	   entre	   las	   concentraciones	   plasmáticas	   de	   NGAL	   y	   la	   presencia	   de	  aterosclerosis	  subclínica(163),	  así	  como	  una	  mayor	  expresión	  local	  de	  NGAL	  en	  la	  placa	   de	   ateroma(164).	   En	   este	   sentido,	   también	   se	   han	   correlacionado	   las	  concentraciones	   plasmáticas	   de	   NGAL	   con	   otros	   biomarcadores	   como	   CRP	   o	   el	  recuento	   de	   neutrófilos	   circulantes,	   asociándose	   las	   altas	   concentraciones	  plasmáticas	  de	  NGAL	  a	  un	  estado	   inflamatorio	  y	  a	  un	  peor	  pronóstico(164,	  165).	  Además,	  la	  cantidad	  de	  complejos	  NGAL/MMP-­‐9	  plasmáticos	  es	  indicadora	  de	  una	  mayor	  tasa	  de	  eventos	  cardiovasculares(166).	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La	  mayoría	  de	  los	  pacientes	  con	  aterotrombosis	  son	  asintomáticos	  y	  su	  evolución	  es	   impredecible,	   por	   lo	   que	   existe	   un	   gran	   interés	   en	   identificar	   nuevos	  biomarcadores	   que	   ayuden	   en	   el	   diagnóstico	   y	   el	   pronóstico.	   Por	   otra	   parte,	   es	  necesario	  investigar	  nuevos	  mecanismos	  fisiopatológicos	  para	  determinar	  posibles	  nuevas	  dianas	  terapéuticas	  en	  el	  AAA,	  ya	  que	  no	  existen	  tratamientos	  específicos	  que	   sean	   capaces	   de	   detener	   la	   progresión	   de	   la	   enfermedad.	   Para	   ello,	   hemos	  propuesto	  los	  siguientes	  objetivos:	  	  	  	  
1. Analizar la expresión y localización de Gal-3 en la diferenciación monocito-
macrófago, así como los mecanismos que regulan su secreción. 
2. Determinar la potencial asociación entre los niveles plasmáticos de Gal-3 y 
la presencia de aterosclerosis subclínica y clínica, así como de AAA. 
3. Estudiar la  posible relación entre los niveles plasmáticos de Gal-3 y la 
progresión de aterosclerosis y AAA. 
4. Analizar la expresión y localización de Gal-3 en la pared vascular de AAA 
humano y experimental. 
5. Valorar el efecto de la inhibición farmacológica de Gal-3 en el AAA 
experimental, así como su efecto sobre el reclutamiento de monocitos. 
6. Analizar la expresión y localización de Lcn2/NGAL en la pared vascular de 
AAA humano y experimental. 
7. Valorar el efecto de la deleción génica y la inhibición farmacológica de Lcn2 
en el AAA experimental. 
8. Estudiar el potencial terapéutico del anticuerpo anti-Lcn2 sobre el AAA 
experimental. 	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1 Pacientes	  
1.1 Sujetos	  asintomáticos	  Se	   estudió	   un	   grupo	   de	   199	   sujetos	   asintomáticos	   a	   los	   que	   se	   les	   practicó	   un	  chequeo	   general	   de	   salud	   en	   el	   Departamento	   de	   Medicina	   Interna	   de	   la	  Universidad	   Clínica	   de	   Navarra,	   cuyas	   características	   clínicas	   generales	   se	  muestran	   en	   la	   Tabla	   1.	   Además,	   los	   sujetos	   carecían	   de	   antecedentes	   de	  enfermedad	   coronaria,	   ictus	   o	   PAD,	   y	   los	   electrocardiogramas	   y	   radiografías	  torácicas	  fueron	  normales.	  La	  enfermedad	  coronaria	  fue	  definida	  mediante	  historia	  clínica	  de	  infarto	  de	  miocardio,	  angina,	  uso	  de	  nitroglicerina	  o	  por	  historia	  clínica	  de	  cirugía	  de	  angioplastia	   coronaria	  o	  de	  bypass.	   La	  enfermedad	  cerebrovascular	  fue	   definida	   mediante	   ictus,	   ataque	   isquémico	   transitorio	   o	   endarteroctomía	  carotídea.	  Los	  síntomas	  de	  claudicación	  intermitente	  fueron	  descartados	  mediante	  cuestionario	   y	   entrevista	   con	   un	   médico.	   Además,	   se	   consideraron	   criterios	   de	  exclusión	  la	  disfunción	  renal,	   la	  artritis,	   	   las	  enfermedades	  del	  tejido	  conectivo,	  el	  abuso	  de	  alcohol	  y	  el	  uso	  de	  fármacos	  antinflamatorios	  no	  esteroideos	  en	  las	  dos	  semanas	  previas	  al	  estudio.	  Se	  practicó	  una	  ultrasonografía	  carotídea	  a	   todos	   los	  pacientes	   para	   determinar	   el	   IMT,	   que	   fue	   llevada	   a	   cabo	   por	   dos	   especialistas	  ciegos	  para	  la	  información	  clínica.	  La	  reproducibilidad	  de	  las	  medidas	  de	  IMT	  se	  evaluó	  previamente	  en	  20	  individuos	  que	   volvieron	   en	   dos	   semanas	   para	   una	   segunda	   exploración.	   El	   coeficiente	   de	  correlación	   entre	  medidas	   tomadas	   por	   dos	   observadores	   fue	   0,76	   (P<0,001),	   y	  0,82	  (P<0,001)	  entre	  medidas	  tomadas	  por	  el	  mismo	  observador,	  con	  coeficientes	  de	   varianza	   de	   5%	   y	   10%	   respectivamente.	   Además,	   los	   sujetos	   también	   fueron	  excluidos	  del	  estudio	  si	  presentaban	  aterosclerosis	  carotídea	  avanzada,	  en	  base	  a	  las	   medidas	   de	   IMT	   (>1,7mm).	   Las	   placas	   de	   ateroma	   se	   definieron	   como	  estructuras	  ecogénicas	  presentes	  en	  la	  luz	  del	  vaso	  con	  un	  área	  mayor	  al	  50%	  que	  la	   suma	  de	   los	   grosores	   correspondientes	   a	   las	   capas	  media	   e	   íntima	   en	   la	   zona	  adyacente.	   La	   presencia	   de	   factores	   de	   riesgo	   cardiovascular,	   como	   diabetes	  mellitus	   (DM),	  HTA,	   dislipemia,	   obesidad	   o	   tabaquismo	   fue	   evaluada.	   La	   presión	  sanguínea	  fue	  medida	  por	  duplicado	  en	  la	  parte	  superior	  del	  brazo	  derecho	  con	  un	  esfingomanómetro	   de	   mercurio	   y	   con	   los	   sujetos	   sentados.	   Los	   sujetos	   fueron	  considerados	   hipertensos	   si	   la	   presión	   arterial	   sistólica	   (SBP)>139mm	   Hg,	   si	   la	  
	  48	  
presión	  arterial	  diastólica	  (DBP)>89mm	  Hg,	  o	  si	  estaban	  recibiendo	  tratamiento	  de	  fármacos	  antihipertensivos.	  	  	  
CARACTERÍSTICAS	  CLÍNICAS	   POBLACIÓN	  TOTAL	  (n=199)	  
Edad	  (años)	   56	  (49-­‐62)	  
Sexo	  (masculino/femenino	  %)	   84/16	  
BMI	  (kg/m2)	   28	  (26,1-­‐31,2)	  
SBP	  (mm	  Hg)	   125	  (120-­‐140)	  
DBP	  (mm	  Hg)	   80	  (80-­‐85)	  
Hipertensión	  arterial	  (%)	   51	  
Diabetes	  mellitus	  (%)	   13	  
Obesidad	  (%)	   35	  
Dislipemia	  (%)	   59	  
Fumador	  (%)	   22	  
Glucosa	  (mg/dL)	   95	  (88-­‐106)	  
Colesterol	  Total	  (mg/dL)	   207	  (186-­‐236)	  
Colesterol	  HDL	  (mg/dL)	   51	  (42-­‐62)	  
Colesterol	  LDL	  (mg/dL)	   130	  (111-­‐158)	  
Triglicéridos	  (mg/dL)	   96	  (72-­‐136)	  
Creatinina	  sérica	  (mg/dL)	   0,90	  (0,80-­‐1,00)	  
Tasa	  de	  filtración	  glomerular	  
(mL/min/1.73m2)	   87,1	  (77,7-­‐95,9)	  
Galectina	  (mg/dL)	   7,3	  (5,76-­‐9,75)	  
Producción	  de	  superóxido	  (RLU/s)	   20,5	  (12,3-­‐29,0)	  
IMT	  carotídeo	  (mm)	   0,65	  (0,60-­‐0,75)	  
hs-­‐CRP	  (mg/dL)	   1,69	  (0,82-­‐3,03)	  
Medicación	   	  
	  	  	  	  	  	  Antihipertensivos	  (%)	   33	  
	  	  	  	  	  	  Hipoglucémicos	  orales	  (%)	   9	  
	  	  	  	  	  	  Estatinas	  (%)	   16	  	  
Tabla	  1.	  Características	  clínicas	  generales	  de	  la	  población	  asintomática.	  	  
	   49	  
Aquellos	   sujetos	   que	   presentaban	   antecedentes	   familiares	   de	   DM	   o	   niveles	  glucémicos	  superiores	  a	  125mg/dL	  fueron	  considerados	  diabéticos.	  Los	  pacientes	  también	   fueron	   analizados	   en	   base	   al	   tabaquismo,	   considerando	   fumadores	   a	  aquellos	  sujetos	  que	  consumían	  al	  menos	  10	  cigarrillos	  diarios	  durante	  más	  de	  un	  año.	  Aquellos	  sujetos	  que	  presentaron	  un	  índice	  de	  masa	  corporal	  (BMI)≥30kg/m2	  fueron	  clasificados	  como	  obesos.	  La	  dislipemia	  fue	  definida	  como	  la	  presencia	  de	  al	  menos	   una	   de	   las	   siguientes	   características:	   colesterol	   total>200mg/dL;	  LDL>130mg/dL	   o	   HDL<35mg/dL.	   De	   acuerdo	   con	   las	   directrices	   institucionales,	  los	   sujetos	   eran	   conscientes	   de	   la	   naturaleza	   de	   la	   investigación	   y	   dieron	   su	  consentimiento	   para	   participar.	   El	   estudio	   se	   llevó	   a	   cabo	   de	   acuerdo	   a	   la	  Declaración	   de	   Helsinki,	   y	   el	   protocolo	   fue	   aprobado	   por	   el	   Comité	   Ético	   de	   la	  Universidad	  Clínica	  de	  Navarra.	  	  
1.2 Pacientes	  con	  aterosclerosis	  carotídea	  Se	  han	  empleado	  158	  pacientes	  que	  fueron	  sometidos	  a	  endarteroctomía	  carotídea	  en	   la	   Fundación	   Jiménez	   Díaz	   y	   el	   Hospital	   de	   Galdakao,	   cuyas	   características	  clínicas	   generales	   se	  muestran	   en	   la	  Tabla	   2.	   La	  presencia	  de	   factores	  de	   riesgo	  cardiovascular,	   como	   DM,	   HTA,	   dislipemia	   o	   tabaquismo	   fueron	   tomados	   en	  consideración.	   Los	   pacientes	   fueron	   considerados	   diabéticos	   si	   se	   encontraban	  siguiendo	  algún	  tratamiento	  (dieta	  supervisada,	  medicación	  oral	  hipoglucémica	  e	  insulina),	   una	   glucemia	   basal	   superior	   a	   120mg/dL	   y/o	   hemoglobina	   glicosilada	  superior	  al	  6,5%.	  La	  HTA	  fue	  definida	  como	  SBP>140mm	  Hg	  y/o	  DBP>90mm	  Hg	  en	   una	   toma	   realizada	   después	   de	   que	   el	   paciente	   llevara	   al	  menos	   30	  minutos	  sentado,	  o	  si	  el	  paciente	  ya	  estaba	  tomando	  medicación	  hipotensiva.	  La	  dislipemia	  fue	  definida	   como	   la	  presencia	  de	  al	  menos	  una	  de	   las	   siguientes	   características:	  colesterol	   total>200mg/dL;	   LDL>130mg/dL;	   triglicéridos>200mg/dL;	   el	  participante	  ya	  estaba	  medicado	  con	  estatinas	  o	  fibratos.	  El	  tabaquismo	  se	  definió	  como	   fumadores	   (al	   menos	   10	   cigarrillos	   al	   día	   durante	   más	   de	   un	   año)	   o	   no	  fumadores	  (incluyendo	  exfumadores	  que	  llevaran	  al	  menos	  6	  meses	  sin	  fumar	  en	  el	  momento	  de	  iniciar	  el	  estudio).	  El	  estudio	  ha	  sido	  llevado	  a	  cabo	  de	  acuerdo	  a	  los	  principios	  estipulados	  en	  la	  Declaración	  de	  Helsinki	  y	  fue	  aprobado	  por	  el	  Comité	  Ético	   de	   Investigación	   en	   Humanos	   del	   Instituto	   de	   Investigación	   Sanitaria-­‐
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Fundación	  Jiménez	  Díaz	  Universidad	  Autónoma.	  Todos	  los	  participantes	  aportaron	  un	   consentimiento	   informado	   por	   escrito.	   También	   se	   reclutaron	   115	   sujetos	  control	   sin	   estenosis	   carotídea	   de	   un	   programa	   de	   screening	   para	   aterosclerosis	  carotídea	  y	  AAA	  entre	  hombres	  de	  65	  años.	  La	  ausencia	  de	  enfermedad	  vascular	  en	  estos	  sujetos	  fue	  confirmada	  mediante	  examen	  físico	  y	  ultrasonografía.	  	  	  
CARACTERÍSTICAS	  CLÍNICAS	   CONTROLES	  	  (n=115)	  
ATEROSCLEROSIS	  
(n=158)	  
Sexo	  (masculino/	  femenino	  %)	   100/0	   82/18	  
Edad	  media	  (IQR	  años)	   65	  (64,9-­‐65,1)	   70	  (62-­‐76)	  
Dislipemia	  (%)	   64	   29	  
Fumador	  actual	  (%)	   50	   34	  
Diabetes	  (%)	   38	   15	  
HTA	  (%)	   48	   82	  	  
Tabla	  2.	  Características	  clínicas	  generales	  de	  la	  población	  de	  aterosclerosis	  carotídea.	  
	  
1.3 Pacientes	  con	  PAD	  Se	   reclutaron	   309	   pacientes	   con	   claudicación	   intermitente	   o	   isquemia	   en	   las	  extremidades	  inferiores,	  de	  forma	  prospectiva	  a	  partir	  de	  un	  ensayo	  clínico(167).	  Las	   características	   clínicas	   generales	  de	   la	  población	   se	  muestran	   en	   la	  Tabla	   3.	  Sesenta	   y	   siete	   pacientes	   (22%)	   fallecieron	   durante	   los	   primeros	   cinco	   años.	   La	  PAD	   fue	   diagnosticada	   durante	   un	   examen	   clínico.	   Se	   empleó	   el	   índice	   tobillo-­‐brazo	  (ABI)	  que	  resultó	  menor	  entre	  el	  de	  ambas	  piernas	  para	  el	  análisis.	  Los	  casos	  de	  isquemia	  de	  las	  extremidades	  inferiores	  fueron	  excluidos.	  El	  seguimiento	  de	  los	  pacientes	  fue	  durante	  cinco	  años,	  con	  una	  mediana	  de	  4,31±1,52	  años.	  Las	  muertes	  debidas	  a	  cualquier	  causa	  cardiovascular	  fueron	  reportadas	  en	  el	  registro	  nacional	  danés.	  Se	  registró	  un	  exhaustivo	  historial	  clínico	  de	  todos	  los	  pacientes,	  incluyendo	  detalles	   de	   infartos	   de	   miocardio	   previos,	   historia	   de	   angina	   de	   pecho,	   HTA,	  enfermedad	   cerebrovascular	   previa,	   tabaquismo,	   DM	   y	   la	   SBP	   tobillo-­‐brazo.	   La	  información	   se	   obtuvo	   a	   partir	   de	   los	   registros	   elaborados	  por	   los	   cualitativos	   o	  directamente	  de	  los	  pacientes.	  Fueron	  considerados	  fumadores	  aquellos	  pacientes	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VARIABLES	  INDEPENDIENTES	   %	  
Sexo	  (masculino/femenino)	   60,5/39,5	  
Fumador	   60,5	  
DM	   14,2	  
HTA	   49,5	  
Eventos	  cerebrovasculares	  isquémicos	  	   9,7	  
Infarto	  agudo	  de	  miocardio	  	   13,3	  
Angina	  de	  pecho	  	   23,0	  
Enfermedad	  pulmonar	  obstructiva	  crónica	   9,9	  
Hiperlipidemia	   37,7	  
Uso	  de	  dosis	  baja	  de	  aspirina	   57,8	  
Uso	  de	  warfarina	   5,0	  
Uso	  de	  β-­‐bloqueantes	   18,8	  
Uso	  de	  inhibidores	  de	  la	  enzima	  convertidora	  
de	  angiotensina	   18,1	  
Uso	  de	  antagonistas	  de	  calcio	   21,6	  
Uso	  de	  estatinas	   19,9	  
Isquemia	  crónica	  crítica	   50,9	  
	   MEDIANA	  (IQR)	  
Edad	  (años)	   67,1	  (62,1-­‐72,1)	  
SBP	  (mm	  Hg)	   144	  (130-­‐160)	  
DBP	  (mm	  Hg)	   78	  (70-­‐85)	  
Presión	  del	  pulso	  (mm	  Hg)	   65	  (55-­‐80)	  
Altura	  (m)	   1,70	  (1,65-­‐1,75)	  
Peso	  (kg)	   71,5	  (60,0-­‐80,0)	  
BMI	  (kg/m2)	   24,5	  (22,0-­‐27,5)	  
Máxima	  distancia	  caminada	  (m)	   100	  (11,5-­‐200)	  
Mínima	  presión	  arterial	  tobillo-­‐brazo	   0,78	  (0,55-­‐1,00)	  
Colesterol	  total	   5,20	  (4,40-­‐6,10)	  
hs-­‐CRP	   11,0	  (3,27-­‐39,7)	  
S-­‐Galectina	  3	   4,75	  (2,47-­‐14,7)	  
	  
Tabla	  3.	  Características	  clínicas	  generales	  de	  la	  población	  de	  PAD.	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  que	   fumaban	   activamente,	   o	   aquellos	   que	   lo	   hicieran	   de	   forma	   interrumpida	  durante	  dos	  años.	  La	  DM	  se	  definió	  por	  historia	  previa	  de	  la	  enfermedad	  o	  por	  el	  uso	  de	  fármacos	  antidiabéticos	  y/o	  insulina.	  La	  HTN	  se	  definió	  por	  el	  uso	  previo	  de	  fármacos	   antihipertensivos	   empleados	   con	   esa	   indicación.	   	   En	   las	   altas	  hospitalarias	  se	  reportó	  cualquier	  historia	  clínica	  previa	  de	   infarto	  de	  miocardio,	  angina	  de	  pecho	  y	  enfermedad	  cerebrovascular	  asociada	  a	  ictus,	  ataque	  isquémico	  agudo	  o	   reconstrucción	   carotídea,	   basándose	   en	   los	   códigos	  para	   la	   Clasificación	  Internacional	   de	   Enfermedades	   (ICD);	   ICD-­‐8	   antes	   de	   1994	   e	   ICD-­‐10	   a	   partir	   de	  entonces.	   El	   estudio	   fue	   aprobado	   por	   los	   comités	   éticos	   de	   investigación	   de	   los	  condados	  de	  North	  Jutland,	  Viborg	  y	  Aarhus	  (Dinamarca).	  	  	  
1.4 Pacientes	  con	  AAA	  	  Las	  características	  clínicas	  generales	  de	  la	  población	  se	  muestran	  en	  la	  Tabla	  4.	  Se	  obtuvo	  plasma	  de	  los	  pacientes	  a	  partir	  de	  muestras	  de	  sangre	  venosas	  recogidas	  en	   tubos	   con	   heparina.	   Los	   tubos	   fueron	   centrifugados	   durante	   12	   minutos	   a	  3000xg	  para	  recoger	  el	  plasma,	  que	  fue	  alicuotado	  y	  congelado	  inmediatamente	  a	  	  	  -­‐80°C.	   Las	   muestras	   de	   plasma	   se	   obtuvieron	   de	   pacientes	   de	   AAA	   durante	   el	  seguimiento	  (tamaño	  aórtico	  <	  5cm;	  n=153)	  o	  en	  el	  momento	  de	  la	  cirugía	  (tamaño	  aórtico	   >	   5-­‐5,5cm;	   n=75).	   Además	   se	   obtuvieron	   plasmas	   de	   30	   sujetos	   control	  (tamaño	  aórtico	  <	  3cm;	  n=100).	  Todas	  las	  muestras	  fueron	  obtenidas	  en	  Odense,	  y	  se	   obtuvo	   consentimiento	   informado	   de	   todos	   los	   pacientes	   antes	   de	   su	  participación.	   El	   estudio	   fue	   aprobado	   por	   el	   Comité	   Ético	   Local	   de	   la	   Región	  Central	  de	  Dinamarca	  y	  llevado	  a	  cabo	  de	  acuerdo	  a	  la	  Declaración	  de	  Helsinki.	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VARIABLES	  DICOTÓMICAS	   CONTROLES	  (n=100)	  
AAA	  	  
(n=225)	   P	  
Predisposición	  familiar	  	   3,5	   6,7	   0,289	  
Fumador	  actual	   18,2	   40,2	   P<0,001	  
DM	   13,8	   14,2	   0,952	  
HTA	   44,8	   51,8	   0,231	  
Uso	  de	  inhibidores	  de	  la	  
enzima	  convertidora	  de	  
angiotensina	  
17,0	   28,2	   0,046	  
Uso	  de	  β-­‐bloqueantes	  	   26,1	   32,0	   0,251	  
Uso	  de	  β-­‐agonistas	  	   8,0	   7,8	   0,951	  
Uso	  de	  estatinas	  	   31,8	   48,2	   0,003	  
Uso	  de	  antiagregantes	  	   22,7	   44,2	   P<0,001	  
PAD	  	   0,0	   26,6	   P<0,001	  
VARIABLES	  CONTINUAS	  
Media	  (Desviación	  típica)	  
CONTROLES	  
(n=100)	   AAA	  	  (n=225)	   P	  
BMI	   2,4	  (3,2)	   27,4	  (3,7)	   0,017	  
SDP	  (mm	  Hg)	   148,2	  (19,6)	   154,7	  (22,5)	   0,012	  
DBP	  (mm	  Hg)	   79,8	  (9,7)	   88,3	  (11,9)	   <0,001	  
hs-­‐CRP	   5,57	  (13,5)	   6,03	  (8,48)	   0,779	  
Diámetro	  aórtico	   17,8	  (2,4)	   44,3	  (14,3)	   <0,001	  
Gal-­‐3	   6,93	  (2,8)	   7,78	  (3,6)	   0,008	  
	  
Tabla	  4.	  Características	  clínicas	  generales	  de	  la	  población	  de	  AAA.	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2 Muestras	  de	  tejido	  humano	  	  Se	   obtuvieron	   aortas	   humanas	   sanas	   (n=11)	   a	   partir	   de	   donantes	   de	   órganos	  fallecidos,	  con	  la	  autorización	  de	  la	  Agencia	  Francesa	  de	  Biomedicina	  (PFS	  09-­‐007).	  Las	   aortas	   eran	   normales	   a	   nivel	   macroscópico	   y	   no	   presentaban	   lesiones	  ateromatosas	  tempranas.	  También	  se	  obtuvieron	  muestras	  de	  pared	  de	  AAA	  (n=9)	  a	   partir	   de	   pacientes	   que	   fueron	   intervenidos	   quirúrgicamente,	   y	   que	   fueron	  reclutados	  en	  el	  protocolo	  RESAA(168).	  Se	  obtuvo	  consentimiento	   informado	  del	  uso	   de	   muestras	   humanas	   para	   su	   investigación,	   y	   todos	   los	   estudios	   se	  desarrollaron	   de	   acuerdo	   a	   las	   directrices	   estipuladas	   en	   la	   Declaración	   de	  Helsinki.	  	  
	  
3 Ratones	  	  Los	  ratones	  control	  wild	  type	  (WT;	  cepa	  C57Bl6/J)	  fueron	  adquiridos	  a	  The	  Jackson	  Laboratory.	   Los	   ratones	   Lcn2-­‐/-­‐	   fueron	   proporcionados	   por	   el	   Dr.	   Tak	   W.	   Mak	  (Campbell	  Family	  Institute	   for	  Breast	  Cancer	  Research,	  Toronto),	  y	  no	  mostraron	  diferencias	   de	   peso	   o	   tamaño	   con	   respecto	   a	   los	  WT.	   Todos	   los	   animales	   fueron	  estabulados	  en	  habitaciones	  adecuadas	  del	  animalario	  de	  nuestra	   institución.	  Los	  procedimientos	   animales	   realizados	   fueron	   aprobados	   por	   el	   Comité	   de	  Experimentación	  Animal	  de	  nuestra	  institución,	  y	  el	  proyecto	  fue	  autorizado	  por	  el	  Instituto	   de	   Investigación	   Sanitaria-­‐Fundación	   Jiménez	   Díaz-­‐Universidad	  Autónoma	   de	   Madrid	   	   (CEI	   59-­‐1036-­‐A061)	   y	   por	   la	   Comunidad	   Autónoma	   de	  Madrid	   (10/008932.9/15).	   Todos	   los	   procedimientos	   animales	   se	   realizaron	   de	  acuerdo	  a	  las	  directrices	  de	  la	  Directiva	  2010/63/EU	  del	  Parlamento	  Europeo	  para	  la	   protección	   de	   animales	   en	   su	   uso	   en	   investigación,	   a	   la	   Recomendación	  2007/526/EC	  y	  al	  Real	  Decreto	  53/2013.	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3.1 	  Inducción	  del	  AAA	  experimental	  Se	   emplearon	   ratones	   machos	   de	   12	   semanas,	   que	   fueron	   anestesiados	   por	  inhalación	  de	  isofluorano	  (Forane,	  Arkema)	  al	  2%.	  Se	  les	  practicó	  una	  laparotomía	  horizontal	  (Figura	  1A)	  y	  la	  aorta	  abdominal	  fue	  separada	  al	  nivel	  de	  la	  vena	  renal	  izquierda	  en	  la	  bifurcación	  (Figura	  1B),	  y	  temporalmente	  ligada	  entre	  las	  arterias	  renal	  e	  ilíaca	  (Figura	  1C).	  Se	  realizó	  una	  aortotomía	  con	  una	  aguja	  30g	  y	  la	  aorta	  fue	  exanguinada	  (Figura	  1D).	  Se	  introdjo	  un	  tubo	  de	  polietileno	  PE-­‐26	  a	  través	  de	  la	   aortotomía	   (Figura	   1E)	   y	   la	   aorta	   fue	  perfundida	   con	   suero	   salino	   (control)	  o	  con	  elastasa	  pancreática	  porcina	  de	  tipo	  I	  (actividad	  específica	  6,8U/mg	  proteína;	  E1250;	   Sigma	   Chemical)	   durante	   5	   minutos	   a	   100mm	   Hg.	   Tras	   la	   perfusión,	   la	  aortotomía	  fue	  reparada	  y	  la	  ligadura	  eliminada.	  Además,	  se	  confirmó	  visualmente	  la	   restauración	   del	   flujo	   sanguíneo.	   Las	   incisiones	   practicadas	   fueron	   entonces	  cerradas	   y	   los	   animales	   se	   estabularon	   en	   condiciones	   estándar.	   Catorce	   días	  después	  de	  la	  cirugía,	  los	  ratones	  fueron	  anestesiados	  con	  una	  mezcla	  de	  ketamina	  
	  
Figura	   1.	   Inducción	   del	   AAA	   experimental	   murino	   mediante	   perfusión	   con	   elastasa.	   A.	  Laparotomía	   horizontal.	   B.	   Aorta	   abdominal	   separada	   al	   nivel	   de	   la	   vena	   renal	   izquierda	   en	   la	  bifurcación.	  C.	  Ligadura	  temporal	  entre	  las	  arterias	  renal	  e	  ilíaca.	  D.	  Aortotomía	  con	  una	  aguja	  30g.	  
E.	  Tubo	  de	  polietileno	  PE-­‐26	  a	  través	  de	  la	  aortotomía	  para	  perfundir	  con	  elastasa.	  
A B 
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(Pfizer;	   125	  mg/kg)	   e	   hidrocloruro	   de	   xilacina	   (Bayer;	   25	  mg/kg),	   se	   les	   extrajo	  sangre	  por	  vía	  retrorbital	  y	  se	  les	  practicó	  la	  eutanasia.	  Posteriormente,	  se	  canuló	  el	   corazón	   por	   el	   ventrículo	   izquierdo	   para	   perfundir	   con	   suero	   salino	   y	   se	  recogieron	  las	  muestras	  de	  tejido	  aórtico	  para	  su	  análisis	  histológico.	  	  




Figura	  6.	  Inhibición	  de	  Gal-­‐3	  mediante	  MCP	  en	  ratones	  perfundidos	  con	  elastasa.	  Los	  ratones	  fueron	  inyectados	  con	  MCP	  (10mg/kg,	  n=14)	  o	  suero	  salino	  (control,	  n=17)	  a	  días	  alternos	  desde	  el	  día	  anterior	  a	  la	  perfusión	  con	  elastasa	  (día	  -­‐1),	  y	  sacrificados	  para	  la	  obtención	  de	  muestras	  14	  días	  después	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa.	  	  	  	  
3.3 Inhibición	  de	  Lcn2	  Para	   el	   modelo	   de	   inhibición	   génica,	   se	   diseñaron	   grupos	   experimentales	   de	  ratones	  WT	  y	  Lcn2-­‐/-­‐	   perfundidos	   con	  elastasa	   (n=12	  y	  n=11	   respectivamente)	  y	  ratones	  WT	  y	  Lcn2-­‐/-­‐	  perfundidos	  con	  suero	  salino	  (sham;	  n=6	  para	  ambos	  grupos).	  Para	   el	   modelo	   de	   inhibición	   farmacológica	   (Figura	   7),	   los	   ratones	   WT	   fueron	  inyectados	  de	  forma	  intravenosa	  con	  100µg	  del	  anticuerpo	  anti-­‐Lcn2	  (n=11)	  o	  con	  IgG	  (control;	  n=8)	  24	  horas	  antes	  de	   la	  cirugía	  experimental,	  y	  en	   los	  días	  5	  y	  10	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tras	   la	   cirugía.	   En	   el	  modelo	   terapéutico	   (Figura	   8),	   también	   se	   emplearon	   dos	  grupos	  inyectados	  con	  100µg	   	  de	  anti-­‐Lcn2	  o	  IgG	  control	  (n=8	  para	  ambos),	  pero	  las	   inyecciones	   se	   realizaron	   el	   tercer	   y	   octavo	   día	   después	   de	   la	   cirugía.	  Adicionalmente,	   se	   emplearon	   cohortes	   de	   ratones	  WT	  perfundidos	   con	   elastasa	  (n=6)	  y	  ratones	  WT	  sanos	  (sin	  cirugía;	  n=9)	  para	  aislamiento	  de	  RNA	  de	  las	  aortas,	  y	  de	  ratones	  WT	  tras	  3	  días	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa	  (n=6)	  para	  la	  obtención	  de	  leucocitos	  circulantes.	  	  
	  
Figura	  7.	  Inhibición	  de	  Lcn2	  mediante	  administración	  preoperatoria	  de	  anti-­‐Lcn2	  en	  ratones	  
perfundidos	   con	   elastasa.	   Los	   ratones	   fueron	   inyectados	   con	   anti-­‐Lcn2	   (100μg,	   n=11)	   o	   IgG	  (control,	  n=8)	  el	  día	  anterior	  (día	  -­‐1),	  y	  los	  días	  5	  y	  10	  tras	  la	  perfusión	  con	  elastasa.	  El	  sacrificio	  y	  la	  obtención	  de	  muestras	  se	  realizó	  14	  días	  después	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa.	  	  	  
	  
Figura	  8.	   Inhibición	  de	  Lcn2	  mediante	  administración	   terapéutica	  de	  anti-­‐Lcn2	  en	   ratones	  
perfundidos	   con	   elastasa.	   Los	   ratones	   fueron	   inyectados	   con	   anti-­‐Lcn2	   (100μg,	   n=8)	   o	   IgG	  (control,	  n=8)	  los	  días	  3	  y	  8	  tras	  la	  perfusión	  con	  elastasa.	  El	  sacrificio	  y	  la	  obtención	  de	  muestras	  se	  realizó	  14	  días	  después	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa.	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3.4 Generación	  y	  purificación	  del	  anticuerpo	  policlonal	  anti-­‐Lcn2	  	  Se	   empleó	   un	   conejo	   New	   Zeland	  White	   de	   8	   semanas	   de	   edad	   para	   obtener	   el	  anticuerpo	   policlonal	   anti-­‐Lcn2.	   El	   animal	   fue	   inmunizado	   durante	   6	   semanas	  mediante	  inyección	  intramuscular	  de	  100mg	  de	  Lcn2	  murina	  recombinante	  (Sino	  Biological,	   50060-­‐M08H)	   diluida	   en	   200mL	   de	   PBS	   con	   350mL	   de	   adyuvante	  completo	  de	  Freund.	  Tras	  el	  periodo	  de	  inmunización,	  el	  conejo	  fue	  sangrado	  por	  la	   vena	  marginal	  de	   la	  oreja	  derecha.	  La	   sangre	   fue	   recogida	  e	   incubada	  durante	  una	  hora	  	  a	  37°C	  y	  hasta	  el	  día	  siguiente	  a	  4°C	  para	  inducir	  la	  coagulación.	  El	  suero	  se	   recogió	  mediante	  centrifugación	  a	  3000rpm	  durante	  15	  minutos,	  y	   la	   fracción	  correspondiente	  a	   las	   inmunoglobulinas	   (IgG)	   fue	  purificada	  mediante	  diálisis	  en	  PBS	   y	   cromatografía	   en	   columnas	   de	   Sepharosa	   unidas	   a	   la	   proteína	   A	   (GE	  Healthcare).	  La	  IgG	  control	  se	  obtuvo	  de	  un	  suero	  control,	  a	  partir	  de	  un	  conejo	  sin	  inmunizar	   y	   siguiendo	   el	   mismo	   protocolo.	   Tras	   la	   obtención	   de	   la	   fracción,	  purificada,	   se	   procedió	   a	   la	   titulación	   del	   anticuerpo	   en	   placas	   de	   96	   pocillos	  (Immunolon	   4HBX,	   Thermo)	   tapizadas	   con	   0,5mg	   de	   proteína	   recombinante.	   Se	  testaron	   diluciones	   seriadas	   (de	   1/500	   a	   1/1.000.000)	   del	   suero	   anti-­‐Lcn2,	   que	  fueron	   incubadas	   con	   anticuerpo	   secundario	   conjugado	   a	   HRP	   (Jackson	  ImmunoResearch).	   La	   detección	   de	   las	   IgG	   fue	   realizada	  mediante	   la	   adición	   del	  reactivo	  TMB	  (Chemicon)	  y	  medida	  de	  absorbancia	  a	  620nm.	  	  	  	  	  
4 Cultivos	  celulares	  
4.1 Líneas	  celulares	  	  La	  línea	  celular	  de	  monocitos	  humanos	  THP-­‐1	  fue	  adquirida	  a	  ATCC	  (CRL-­‐1593),	  y	  fue	  cultivada	  en	  RPMI	  1640	  (Sigma-­‐Aldrich)	  suplementado	  con	  un	  10%	  de	  suero	  fetal	  bovino	   (FBS;	  Sigma-­‐Aldrich)	  decomplementado	  mediante	   incubación	  a	  65°C	  	  durante	   30	   minutos,	   penicilina	   100U/mL	   (Sigma-­‐Aldrich),	   estreptomicina	  100µg/mL	   (Sigma-­‐Aldrich)	   y	   L-­‐Glutamina	   2mM	   (Sigma-­‐Aldrich).	   Para	   los	  experimentos,	   las	   células	   fueron	   incubadas	   sin	   FBS	   durante	   24	   horas.	   El	   forbol	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miristato	  acetato	  (PMA),	  y	  el	   inhibidor	  apocinina	  empleados	  en	   los	  experimentos	  fueron	  adquiridos	  a	  Sigma-­‐Aldrich.	  Las	  células	  siempre	  se	  mantuvieron	  a	  a	  37°C	  y	  CO2	  al	  5%.	  	  
4.2 Cultivos	  primarios	  Las	   células	   mononucleares	   de	   sangre	   periférica	   (PBMC)	   se	   aislaron	   a	   partir	   de	  sangre	  de	  voluntarios	  sanos	  mediante	  un	  gradiente	  de	  densidades	  a	  base	  de	  ficoles	  (Histopaque-­‐1119	   e	   Histopaque-­‐1077,	   Sigma	   Aldrich).	   Los	   monocitos	   fueron	  aislados	   a	   partir	   de	   los	   PBMC	   mediante	   separación	   celular	   por	   activación	  magnética	   usando	   microbeads	   conjugadas	   al	   anticuerpo	   anti-­‐CD14	   humano	  (Miltenyi	  Biotec).	  Los	  monocitos	  CD14+	  se	  mantuvieron	  en	  cultivos	  en	  suspensión	  durante	   16	   horas	   en	   RPMI	   1640	   suplementado	   con	   un	   10%	   de	   FBS	  decomplementado	   mediante	   incubación	   a	   65°C	   	   durante	   30	   minutos,	   penicilina	  100U/mL,	  estreptomicina	  100µg/mL	  y	  L-­‐Glutamina	  2mM.	  Durante	  la	  estímulación,	  el	  FBS	  se	  redujo	  al	  0,5%.	  Las	  células	  siempre	  se	  mantuvieron	  a	  a	  37°C	  y	  CO2	  al	  5%.	  	  Las	  CMLV	  murinas	  fueron	  aisladas	  a	  partir	  de	  aortas	  de	  ratones	  WT	  y	  Lcn2-­‐/-­‐.	  Para	  ello	  los	  ratones	  fueron	  anestesiados	  con	  una	  mezcla	  de	  ketamina	  e	  hidrocloruro	  de	  xilacina,	  y	  después	  se	  les	  practicó	  la	  eutanasia.	  Las	  aortas	  fueron	  perfundidas	  	  con	  suero	  salino,	  extraídas	  y	  lavadas	  en	  PBS	  (tampón	  fosfato	  salino)	  suplementado	  con	  penicilina	   100U/mL	   y	   estreptomicina	   100µg/mL.	   La	   grasa	   y	   el	   tejido	   conectivo	  periférico	   son	   separados	   de	   la	   porción	   torácica	   de	   las	   aortas	   en	   condiciones	   de	  esterilidad.	  Las	  aortas	  son	  entonces	  troceadas	  en	  fragmentos	  de	  aproximadamente	  1mm	   e	   incubadas	   en	   DMEM	   (Dulbecco´s	  Modified	   Eagle	  Medium,	   Sigma-­‐Aldrich)	  suplementado	   con	   colagenasa	   porcina	   tipo	   II	   290U/mg,	   penicilina	   100U/mL,	  estreptomicina	  100µg/mL	  y	  L-­‐Glutamina	  2mM	  durante	  1	  hora	  a	  37°C	  y	  CO2	  al	  5%.	  Después	   se	   lavaron	   las	   aortas	   tres	   veces	   en	  DMEM	   suplementado	   con	   FBS	   20%,	  penicilina	   100U/mL,	   estreptomicina	   100µg/mL	   y	   L-­‐Glutamina	   2mM,	   y	   se	  sembraron	   en	   este	   mismo	   medio	   hasta	   que	   fueron	   utilizadas	   para	   los	  experimentos,	  que	  se	  realizaron	  en	  medio	  sin	  FBS.	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5 Análisis	  histológico	  	  Las	  muestras	  de	  aortas	  –	  tanto	  humanas	  como	  murinas	  –	  fueron	  incluidas	  en	  OCT	  (Optimum	  cutting	  temperature,	  Sakura)	  o	  parafina,	  y	  posteriormente	  se	  obtuvieron	  cortes	  seriados	  de	  4µm.	  Las	  muestras	  de	  cada	  animal	  fueron	  examinadas	  de	  forma	  ciega.	   Todas	   las	   preparaciones	   fueron	   visualizadas	  mediante	  microscopía	   óptica	  (DMD108,	  Leica),	  y	  los	  resultados	  fueron	  analizados	  con	  Image	  Pro-­‐Plus	  4.5	  (Media	  Cybernetics),	  manteniendo	  el	  mismo	  umbral	  para	  todas	  las	  imágenes.	  	  
5.1 Tinciones	  El	  tricrómico	  de	  Masson	  se	  realizó	  mediante	  kit	  comercial	  de	  Bio	  Optica.	  La	  tinción	  de	  Verhoeff	  van	  Gieson	  (kit	   te	   tinción	  de	  elásticas	  HT25A-­‐1KT,	  Sigma-­‐Aldrich)	  se	  realizó	  para	  determinar	  el	  grado	  de	  preservación	  de	   las	  capas	  de	  elastina,	  que	  se	  analizó	  mediante	  la	  siguiente	  clasificación:	  1,	  intacto,	  láminas	  bien	  organizadas;	  2,	  láminas	  elásticas	  con	  algunas	  roturas	  e	  interrupciones;	  3,	   láminas	  de	  elastina	  con	  múltiples	   roturas	   e	   interrupciones;	   4,	   fragmentación	   severa	   de	   la	   elastina	   y/o	  pérdida	  de	  secciones	  completas.	  	  
5.2 Análisis	  histomorfométrico	  Se	   realizó	   sobre	   una	   tinción	   de	   tricrómico	   de	  Masson.	   El	   perímetro	   de	   la	   pared	  vascular	  murina	   fue	  medido.	   A	   partir	   de	   esta	  medición	   se	   calculó	   el	   radio	   de	   la	  aorta	   y	   el	   incremento	   de	   diámetro,	   considerando	   que	   una	   aorta	   perfundida	   con	  suero	  salino	  (NaCl	  0,9%)	  tiene	  un	  diámetro	  de	  0,4mm.	  	  
5.3 Inmunohistoquímica	  Las	   muestras	   incluidas	   en	   parafina	   fueron	   fijadas	   durante	   1	   hora	   a	   60°C,	   y	  posteriormente	   se	   realizó	   la	   exposición	   antigénica	   utilizando	   el	   sistema	   PT	   Link	  (Dako	  Diagnostics)	  con	  tampón	  citrato	  sódico	  10mM	  ajustado	  a	  pH	  9	  para	  Gal-­‐3	  en	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humanos	  o	  pH	  6	  para	  el	   resto.	  Las	  muestras	   incluidas	  en	  OCT	   fueron	   fijadas	  con	  paraformaldehído	   durante	   2	   minutos	   y	   no	   se	   sometieron	   a	   ningún	   proceso	   de	  exposición	  antigénica.	  La	  peroxidasa	  endógena	  se	  bloqueó	  incubando	  las	  muestras	  durante	   20	  minutos	   con	   H2O2	   al	   3%,	  mientras	   que	   las	   uniones	   inespecíficas	   del	  anticuerpo	  primario	  se	  bloquearon	  utilizando	  una	  solución	  de	  albúmina	  de	  suero	  bovino	  (BSA)	  al	  4%	  y	  suero	  de	  la	  misma	  especie	  en	  que	  se	  produjo	  el	  anticuerpo	  secundario	   al	   5%	   en	   PBS.	   Posteriormente	   se	   incubaron	   las	   muestras	   con	   los	  anticuerpos	  primarios	  correspondientes	  toda	  la	  noche	  a	  4°C.	  Para	  los	  estudios	  de	  colocalización	  se	  emplearon	  cortes	  seriados.	  Los	  anticuerpos	  primarios	  se	  detallan	  en	  la	  Tabla	  5.	  Tras	  lavar	  con	  PBS	  con	  Tween-­‐20	  al	  0,4%,	  se	  incubaron	  las	  muestras	  con	   los	   anticuerpos	   secundarios	   biotinilados	   correspondientes	   durante	   1	   hora	   a	  temperatura	   ambiente	   .	   Las	   muestras	   fueron	   entonces	   lavadas	   de	   nuevo	   de	   e	  incubadas	   con	   el	   complejo	   avidina-­‐biotina-­‐peroxidasa	   (Vectastain	   Elite	  ABC	  HRP	  system;	   Vector	   laboratories)	   durante	   30	   minutos	   a	   temperatura	   ambiente.	  Finalmente,	   las	   muestras	   se	   revelaron	   utilizando	   DAB	   (3,3´-­‐diaminobencidina,	  Dako)	   como	   sustrato,	   se	   contrastaron	   con	   hematoxilina,	   se	   deshidrataron,	   se	  fijaron	  en	  xilol	  y	  se	  montaron	  con	  medio	  DPX	  (Eukitt,	  Chem	  Lab).	  Los	  resultados	  se	  expresaron	  como	  el	  porcentaje	  del	  área	  positiva	  respecto	  al	  área	  total	  para	  Iba-­‐1	  y	  CCL-­‐2,	   como	   células	   positivas/mm2	   de	   la	   lesión	   completa	   para	   Ly6G	   	   o	   como	  neovasos	  positivos/	  mm2	  de	  la	  lesión	  completa	  para	  CD31.	  
Proteína	   Reactividad	   Huésped	   Dilución	   Casa	  comercial	  (clon)	  
Gal-­‐3	   Humano	   Conejo	   1:250	   Abcam	  (116708)	  
Gal-­‐3	   Ratón	   Conejo	   1:250	   Abcam	  (EP2775Y)	  
CD68	   Humano	   Ratón	   No	   Dako	  (PG-­‐M1)	  
IBA-­‐1	   Ratón	   Conejo	   1:1000	   Wako	  
CCL-­‐2	   Ratón	   Cabra	   1:30	   Santa	  Cruz	  (R-­‐17)	  
Ly6G	   Humano,	  ratón	   Rata	   1:10	   Biolegend	  (1A8)	  
NGAL/Lcn2	   Humano,	  ratón	   Cabra	   1:100	   R&D	  (AF1757)	  
CD31	   Ratón	   Rata	   1:50	   BD	  Pharmigen	  (MEC13.3)	  	  
Tabla	   5.	   Información	   general	   sobre	   los	   anticuerpos	   primarios	   empleados	   en	  
inmunohistoquímica.	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5.4 Inmunofluorescencia	  La	  detección	  de	  CMLV	  se	  realizó	  mediante	  marcaje	  con	  α-­‐actina	  (clon	  1A4,	  Sigma)	  conjugado	  a	  cianina	  3	  (Cy3).	  El	  resultado	  se	  analizó	  en	  base	  a	  la	  pérdida	  de	  células	  de	   acuerdo	   a	   los	   siguientes	   grados:	   1,	   intacta,	   células	   bien	   organizadas;	   2,	  alteraciones	   mínimas	   en	   las	   CMLV;	   3,	   alguna	   interrupción	   en	   las	   CMLV	   y	   cierta	  desorganización;	  4,	  pérdida	  severa	  de	  CMLV	  y	  desorganización	  marcada.	  	  	  
6 Análisis	  de	  la	  expresión	  génica	  	  Las	   muestras	   de	   aortas	   murinas	   fueron	   congeladas	   en	   nitrógeno	   líquido	   y	  posteriormente	  homogeneizadas.	  El	  RNA	  total	  –	   tanto	  de	   tejido	  como	  de	  cultivos	  celulares	  –	  se	  obtuvo	  mediante	  el	  reactivo	  TRIzol	  (Invitrogen).	  Todas	  las	  muestras	  fueron	   cuantificadas	   mediante	   absorbancia	   a	   260nm	   para	   la	   reacción	   de	  retrotranscripción,	  que	  se	  realizó	  a	  partir	  de	  1µg	  o	  la	  máxima	  cantidad	  posible	  en	  su	  defecto	  usando	  el	  High-­‐Capacitity	  cDNA	  Archive	  Kit	  (Applied	  Biosystems)	  en	  un	  termociclador	   convencional	   (PTC-­‐100,	   MJ	   Research	   Inc)	   y	   las	   siguientes	  condiciones:	  10	  min	  a	  25°C,	  2	  horas	  a	  37°C	  y	  5	  minutos	  a	  85°C.	  La	  qPCR	  (reacción	  en	   cadena	  de	   la	  polimerasa	  a	   tiempo	   real)	   se	   realizó	  en	  un	   sistema	  de	  detección	  secuencial	  ABI	  PRISM	  7500	  (Applied	  Biosystems)	  usando	  el	  método	  ∆∆Ct.	  
	  
6.1 SYBR	  Green	  La	  cuantificación	  de	  Gal-­‐3	  se	  realizó	  mediante	  amplificación	  del	  cDNA	  en	  reacción	  
uniplex	  con	  SYBR	  Premix	  	  (Takara	  Bio)	  y	  los	  primers	  que	  se	  detallan	  (Tabla	  6).	  Los	  niveles	  se	  normalizaron	  respecto	  al	  gen	  18S.	  La	  secuencia	  del	  programa	  de	  qPCR	  con	  SYBR	  Green	  consistió	  en	  un	  paso	   inicial	  de	  5	  minutos	  a	  50°C	  y	  10	  minutos	  a	  95°C,	   tras	   el	   cual	   las	  muestras	   se	   sometieron	  a	  40	   ciclos	  de	  1	  minuto	  a	  94°C,	  40	  segundos	   a	   60°C	   y	   40	   segundos	   a	   72°C,	   durante	   el	   cual	   el	   sistema	   recogió	   la	  información	  de	  fluorescencia	  emitida.	  Finalmente	  se	  realizó	  un	  ciclo	  de	  disociación	  de	   primers	   para	   descartar	   cualquier	   amplificación	   inespecífica.	   Todos	   los	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experimentos	   se	   realizaron	   por	   triplicado,	   y	   los	   niveles	   de	   expresión	   se	  cuantificaron	  de	  forma	  relativa	  a	  la	  condición	  basal	  o	  a	  las	  aortas	  sanas.	  
Gen	   Especie	   Primer	  directo	  (5´-­‐3´)	   Primer	  reverso	  (5´-­‐3´)	  
18S	   Eucariotas	   CCGTCGTAGTTCCGACCATAA	   CAGCTTTGCAACCATACTCCC	  
Gal-­‐3	   Humano	   TTTGCCTGGGGGAGTGGTGCCT	   TGGGCTTCACCGTGCCCAGAA	  
Gal-­‐3	   Ratón	   GCTTATCCTGGCTCAACTGC	   TTCACTGTGCCCATGATTGT	  
	  
Tabla	  6.	  Primers	  empleados	  para	  el	  análisis	  de	  la	  expresión	  génica	  	  
6.2 Sondas	  Taqman	  La	   amplificación	   de	   Lcn2,	   NGAL	   y	   MMP	   se	   realizó	   en	   reacción	   multiplex	   con	  Taqman	  Premix	  (Takara	  Bio)	  y	   las	  siguientes	  sondas	  (Applied	  Biosystems;	  Tabla	  
7)	  y	  se	  normalizó	  respecto	  al	  gen	  18S	  en	  muestras	  humanos	  o	  GADPH	  en	  muestras	  murinas.	  La	  secuencia	  del	  programa	  de	  qPCR	  con	  sondas	  Taqman	  consistió	  en	  un	  paso	  inicial	  de	  5	  minutos	  a	  50°C	  y	  10	  minutos	  a	  95°C,	  tras	  el	  cual	  las	  muestras	  se	  sometieron	  a	  40	  ciclos	  de	  15	  segundos	  a	  95°C	  y	  1	  minuto	  a	  60°C,	  durante	  el	  cual	  el	  sistema	  recogió	   la	   información	  de	   fluorescencia	  emitida.	  Todos	   los	  experimentos	  se	   realizaron	  por	   triplicado,	  y	   los	  niveles	  de	  expresión	  se	   cuantificaron	  de	   forma	  relativa	  a	  la	  condición	  basal	  o	  a	  las	  aortas	  sanas.	  
Gen	   Especie	   Referencia	  
18S	   Eucariotas	   4310893E	  
NGAL	   Humano	   Hs01008571_m1	  
GAPDH	   Ratón	   Mm99999915_g1	  
Lcn2	   Ratón	   Mm01324470_m1	  
MMP-­‐2	   Ratón	   Mm00439498	  
MMP-­‐3	   Ratón	   Mm00440295	  
MMP-­‐9	   Ratón	   Mm00442991	  
MMP-­‐13	   Ratón	   Mm00439491	  
	  
Tabla	  7.	  Sondas	  Taqman	  empleadas	  para	  el	  análisis	  de	  la	  expresión	  génica	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7 Análisis	  de	  proteínas	  	  Las	   proteínas	   totales	   de	   tejido	   o	   células	   se	   extrajeron	   empleando	   una	   solución	  compuesta	   por	   tris(hidroximetil)aminometano	   (Tris)-­‐HCl	   50mM,	   NaCl	   150mM,	  EDTA	   2mM,	   ácido	   etilenglicol-­‐bis(2-­‐aminoetiléter)-­‐N,N,N'N'-­‐tetraacético	   (EGTA)	  2mM,	  NaF	  25mM,	  Tritón	  X-­‐100	  0,2%	  (v/v),	  nonil	  fenoxipolietoxietanol	  40	  (NP-­‐40)	  0,3%	  (v/v)	  suplementado	  con	  Fluoruro	  de	  fenilmetilsulfonilo	  (PMSF)	  0,1%	  (v/v)	  y	  un	   cocktail	   de	   inhibidores	   de	   proteasas	   (cOmpleteTM,	   Roche	   Diagnostics).	   La	  concentración	   de	   proteínas	   se	   cuantificó	   mediante	   el	   método	   del	   BCA	   (ácido	  bicinconínico,	  Pierce).	  	  
7.1 Western	  blot	  Para	   los	   sobrenadantes	   y	   los	   extractos	   de	   exosomas,	   se	   resolvieron	   volúmenes	  iguales	  de	   cada	  muestra.	  Para	   los	   extractos	   celulares,	   se	  prepararon	  alícuotas	  de	  20µg	  de	  cada	  muestra	  en	  volúmenes	  iguales	  de	  tampón	  de	  Laemmli	  suplementado	  con	   β-­‐mercaptoetanol	   100mM,	   y	   se	   desnaturalizaron	   en	   condiciones	   reductoras	  (95°C	  durante	  5	  minutos).	  Las	  proteínas	  fueron	  separadas	  mediante	  electroforesis	  en	   geles	   de	   poliacrilamida	   al	   12,5%	   (p/v)	   con	   SDS	   (dodecil	   sulfato	   sódico)	   y	  transferidas	   a	   membranas	   de	   PVDF	   (fluoruro	   de	   polivinilideno,	   Millipore)	  previamente	   activadas	   con	  metanol	   durante	   45	  minutos	   a	   20V.	   Las	   membranas	  fueron	  entonces	  bloqueadas	  con	  tampón	  Tris-­‐salino	  (TBS)	  con	  Tween-­‐20	  al	  0,4%	  (v/v)	   y	   leche	   desnatada	   en	   polvo	   al	   10%	   (p/v)	   durante	   30	   minutos	   y	  posteriormente	  incubadas	  con	  los	  anticuerpos	  primarios	  correspondientes	  toda	  la	  noche	  a	  4°C	  (Tabla	  8).	  Las	  membranas	  fueron	  lavadas	  entonces	  repetidamente	  e	  incubadas	   con	   los	   anticuerpos	   secundarios	   correspondientes	   conjugados	   a	   la	  peroxidasa	  de	  rábano	  (HRP).	  La	  visualización	  de	  las	  proteínas	  se	  efectuó	  mediante	  el	   reactivo	   Luminata	   Crescendo	   (Millipore)	   en	   un	   sistema	   ImageQuant	   Las	   4000	  (GE	  Healthcare	  Biosciences).	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Proteína	   Reactividad	   Huésped	   Dilución	   Casa	  comercial	  (clon)	  
TSG101	   Humano	   Ratón	   1:1000	   Abcam	  (4A10)	  
ALIX	   Humano	   Ratón	   1:1000	   Santa	  Cruz	  (G-­‐10)	  
NGAL/Lcn2	   Humano,	  ratón	   Cabra	   1:1000	   R&D	  (AF1757)	  
	  
Tabla	  8.	  Información	  general	  sobre	  los	  anticuerpos	  primarios	  empleados	  en	  western	  blot.	  
	  
7.2 ELISA	  (Ensayo	  por	  inmunoabsorción	  ligado	  a	  enzimas)	  La	   detección	   colorimétrica	   se	   realizó	   mediante	   adición	   de	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3,3’,5,5’-­‐tetrametilbencidina	   (TMB)	   y	   medida	   de	   la	   absorbancia	   a	   620nm	   en	   un	  espectrofotómetro	  lector	  de	  placas	  TECAN.	  Las	  concentraciones	  de	  Gal-­‐3	  soluble	  se	  cuantificaron	   en	   exosomas,	   sobrenadantes	   de	   células	   y	   plasmas	   mediante	   kits	  comerciales	   en	   humanos	   (eBioscience;	   DGAL30,	   R&D)	   y	   en	   ratones	   (ELM-­‐Galectin3,	  Raybiotech).	  	  	  
8 Aislamiento	  y	  caracterización	  de	  exosomas	  
8.1 Aislamiento	  Los	  exosomas	  fueron	  aislados	  a	  partir	  del	  medio	  condicionado	  de	  monocitos	  CD14+	  o	  THP-­‐1	  (106	  células)	  o	  de	  plasma	  (1ml).	  Se	  obtuvieron	  plasmas	  de	  10	  pacientes	  de	  aterosclerosis	  carotídea	  y	  de	  10	  controles	  seleccionados	  al	  azar	  entre	  la	  población	  descrita	   anteriormente.	   Los	   sobrenadantes	   de	   las	   células	   fueron	   centrifugados	   a	  velocidades	  crecientes	  para	  descartar	  células	  (5	  minutos	  a	  300xg),	  células	  muertas	  (10	  minutos	  a	  3000xg),	  y	  debris	  celular	  (30	  minutos	  a	  17.000xg).	  El	  sobrenadante	  resultante	   fue	   centrifugado	   durante	   toda	   la	   noche	   a	   100.000xg	   para	   obtener	   la	  fracción	  correspondiente	  a	   los	  exosomas.	  Esta	   fracción	   fue	   lavada	  repetidamente	  en	  PBS,	  y	  después	  resuspendida	  en	  tampón	  de	  lisis	  para	  análisis	  por	  western	  blot,	  en	   PBS	   con	   EDTA	   50mM	   para	   análisis	   del	   seguimiento	   de	   nanopartículas	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(Nanoparticle	   tracking	   analysis,	   NTA)	   o	   en	   paraformaldehído	   para	   su	   análisis	  mediante	  microscopía	  electrónica.	  	  	  
8.2 Análisis	  del	  seguimiento	  de	  nanopartículas	  (NTA)	  NTA	  es	  un	  sistema	  que	  permite	  caracterizar	  partículas	  de	  hasta	  10nm	  de	  tamaño.	  La	  muestra	  se	  inyecta	  en	  una	  cámara	  sobre	  la	  que	  incide	  un	  láser.	  Esta	  cámara	  está	  acoplada	  a	  un	  microscopio	  óptico	  (Figura	  9A)	  que	  permite	  visualizar	  la	  refracción	  de	   la	   luz	   sobre	   las	   partículas	   (Figura	   9B).	   Esta	   técnica	   realiza	   un	   seguimiento	  individual	  de	  cada	  partícula,	  pero	  se	  analizan	  todas	  de	   forma	  simultánea	  (Figura	  
9C).	   Esto	   permite	   por	   una	   parte	   medir	   la	   concentración	   de	   partículas	   de	   la	  muestra,	  y	  en	  base	  a	  la	  difusión	  de	  las	  partículas	  por	  el	  movimiento	  browniano	  y	  al	  coeficiente	   de	   difusión	   del	  medio,	   también	   permite	   determinar	   el	   tamaño	   de	   las	  partículas	  visualizadas.	  	  
	  
Figura	   9.	   Seguimiento	   de	   análisis	   de	   micropartículas.	   A.	   Fotografía	   del	   Nanosight	   (cámara	  acoplada	   al	   microscopio	   óptico).	   B.	   Cámara	   del	   Nanosight	   y	   representación	   esquemática	   de	   su	  funcionamiento.	   C.	   Visualización	   de	   la	   luz	   refractada	   por	   las	   nanopartículas,	   seguimiento	   del	  movimiento	  que	  realizan	  y	  análisis	  de	  su	  número	  y	  tamaño	  en	  base	  al	  movimiento,	  la	  temperatura	  y	  la	  viscosidad	  del	  medio.	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8.3 Microscopía	  electrónica	  Tras	   ser	   fijados	   en	   paraformaldehído,	   la	   muestra	   se	   incluyó	   en	   rejillas	   de	  microscopía	   electrónica	   recubiertas	   de	   formvar/carbono.	   La	   visualización	   de	   las	  muestras	   se	   realizó	   en	   un	   microscopio	   JEM-­‐1000	   (Jeol)	   a	   100kV,	   revelando	   la	  presencia	  de	  vesículas	  de	  aproximadamente	  100nm	  consistentes	  con	  exosomas.	  	  
8.4 Marcadores	  proteicos	  Se	  realizaron	  western	  blots	  de	  marcadores	  específicos	  de	  exosomas	  como	  TSG101	  (Tumor	  susceptibility	  gene	  101)	  y	  ALIX.	  	  	  
9 Determinación	  de	  la	  producción	  de	  anión	  superóxido	  	  La	  producción	  de	  anión	  superóxido	  dependiente	  de	  la	  NADPH	  oxidasa	  fue	  medida	  empleando	  una	  concentración	  de	  lucigenina	  5µM	  (Sigma-­‐Aldrich)	  en	  4	  x	  105	  PBMC	  aislados	  de	  sangre	  periférica	  con	  Lymphoprep	  (Nycomed	  Pharma)	  o	  de	  106	  THP-­‐1	  bajo	   condiciones	  basales	   y	  de	   estimulación	   con	  PMA	  3,2µM	  durante	  1	  hora	  o	  30	  minutos	   respectivamente.	   Las	   medidas	   de	   luminiscencia	   fueron	   registradas	   al	  menos	   cada	   30	   segundos	   durante	   una	   hora,	   en	   un	   luminómetro	   lector	   de	   placas	  (Luminoskan	   Ascent;	   Thermo	   Labsystems).	   Para	   cuantificar	   la	   luminiscencia,	   se	  empleó	   el	   área	   bajo	   la	   curva	   (AUC)	   y	   se	   restó	   de	   cada	   lectura	   el	   blanco	  correspondiente	  al	  buffer	  empleado	  para	  el	  experimento.	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10 Tomografía	  molecular	  fluorescente	  (FMT)	  	  Para	  poder	  detectar	  la	  actividad	  MMP	  asociada	  al	  remodelado	  aórtico,	  los	  ratones	  fueron	  inyectados	  con	  la	  sonda	  fluorescente	  MMPSense-­‐680	  (Visen;	  33nM)	  un	  día	  antes	   de	   la	   eutanasia.	   Tras	   el	   sacrificio,	   las	   aortas	   fueron	   visualizadas	  mediante	  FMT	   (FMT	   290	   1500	   VisEn	   Medical,	   PerkinElmer).	   La	   actividad	   MMP	   en	   las	  imágenes	   de	   la	   FMT	   fueron	   analizadas	   con	   FMT1500	   software	   package	   (Perkin	  Elmer).	  	  	  
11 Ensayos	  de	  quimiotaxis	  Los	   leucocitos	  se	  aislaron	  de	  sangre	  de	  ratones	  WT	  (n=6)	   tras	  el	   tercer	  día	  de	   la	  perfusión	   con	   elastasa.	   Se	   recogieron	   800µL	   de	   sangre	   en	   tubos	   con	   ácido	  etilendiaminotetraacético	  (EDTA;	  Vacutainer)	  y	  se	  incubaron	  con	  10	  volúmenes	  de	  tampón	   de	   lisis	   para	   eritrocitos	   (Na2HPO4	   5mM,	   EDTA).	   Los	   leucocitos	   fueron	  lavados	   repetidamente	   en	   medio	   de	   cultivo	   Roswell	   Park	   Memorial	   Institute	  (RPMI)	   1640	   (Sigma)	   y	   posteriormente	   marcados	   con	   anti-­‐Ly6G	   conjugado	   a	  ficoeritrina	   (PE;	   clon	  1A8,	  Biolegend,	   dilución	  1:50).	   La	   concentración	  de	   células	  fue	  ajustada	  mediante	  una	  curva	  realizada	  con	  diluciones	  seriadas	  de	   las	  propias	  células.	  El	  ensayo	  de	  migración	  fue	  realizado	  en	  placas	  con	  filtros	  de	  policarbonato	  de	   8µm	   (ChemoTX,	   Neuroprobe).	   Se	   pipeteó	   en	   cada	   pocillo	   300µL	   de	   medio	  condicionado	   procedente	   de	   células	   de	  músculo	   liso	   vascular	  WT	   o	   Lcn2-­‐/-­‐	   (n=3	  para	  ambos).	  En	  la	  parte	  superior	  del	  filtro	  se	  pipetearon	  29µL	  (30.000	  células)	  de	  las	  preparaciones	  de	  leucocitos	  marcadas	  con	  Ly6G-­‐PE	  y	  se	  incubó	  la	  placa	  durante	  2	   horas	   a	   37°C	   y	   CO2	   al	   5%.	   Tras	   la	   incubación,	   el	   filtro	   fue	   retirado	  cuidadosamente	   y	   el	   sobrenadante	   fue	   recuperado	   para	   su	   análisis	   mediante	  citometría	   de	   flujo	   (FACS	   Canto	   II,	   BD	   Bioscience).	   El	   protocolo	   se	   muestra	  esquematizado	   en	   la	   Figura	   10.	   Todos	   los	   experimentos	   se	   realizaron	   por	  duplicado,	  y	  los	  valores	  se	  expresaron	  como	  porcentaje	  de	  células	  Ly6G+	  migradas.	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Figura	   10.	   Ensayo	   de	   quimiotaxis	   de	   neutrófilos	   en	   respuesta	   a	   sobrenadantes	   de	   CMLV	  
Lcn2-­‐/-­‐	   y	  WT.	   Se	   extrajo	   sangre	   de	   ratones	  WT	   y	   fue	  marcada	   con	   anti-­‐Ly6G-­‐PE.	   Los	   eritrocitos	  fueron	  lisados,	  y	   los	   leucocitos	  marcados	  se	  colocaron	  sobre	  un	  filtro	  en	  contacto	  directo	  con	  una	  placa	  en	  la	  que	  previamente	  se	  dispusieron	  sobrenadantes	  de	  CMLV	  Lcn2-­‐/-­‐	  y	  WT.	  El	  sobrenadante	  fue	  recuperado	  tras	  2	  horas	  de	  migración	  y	  analizado	  mediante	  citometría	  de	  flujo.	  	  	  
12 Análisis	  estadístico	  	  La	  estadística	  se	  realizó	  empleando	  el	  software	  SPSS.	  Para	  valorar	   la	  distribución	  normal	  de	  los	  datos,	  se	  realizó	  el	  test	  de	  Kolmogorov-­‐Smirnov.	  En	  la	  población	  de	  sujetos	  asintomáticos,	   las	  variables	  continuas	  se	  expresan	  con	  los	   valores	   de	   las	   medianas.	   Las	   variables	   categóricas	   se	   indicaron	   como	  porcentajes.	   La	   asociación	   univariante	   fue	   comprobada	   mediante	   test	   de	  correlación	   de	   Pearson.	   El	   análisis	   de	   regresión	   linear	   multivariante	   se	   realizó	  empleando	   el	   IMT	   carotídeo	   o	   la	   concentración	   de	   Gal-­‐3	   como	   variables	  dependientes,	   y	   se	   incluyeron	   los	   factores	   de	   riesgo	   tradicionales	   y	   aquellas	  variables	  que	  resultaron	  significativas	  en	  el	  análisis	  univariante.	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En	   los	   pacientes	   de	   aterosclerosis	   carotídea,	   los	   valores	   de	   Gal-­‐3	   se	   expresaron	  como	   las	   medianas,	   y	   fueron	   analizados	   mediante	   test	   de	   Mann-­‐Whitney.	   El	  análisis	  de	  regresión	  logística	  ajustado	  por	  los	  factores	  de	  riesgo	  se	  realizó	  con	  la	  presencia	   de	   aterosclerosis	   como	   la	   variable	   dependiente.	   Se	   realizó	   una	   curva	  ROC	   (Receiver	   Operating	   Characteristic)	   para	   discriminar	   los	   pacientes	   de	  aterosclerosis	  carotídea	  de	  los	  sujetos	  control.	  	  En	  el	  grupo	  de	  pacientes	  de	  PAD,	  las	  variables	  continuas	  se	  presentaron	  como	  los	  valores	  de	  las	  medianas,	  y	  las	  variables	  categóricas	  se	  indicaron	  como	  porcentajes.	  Los	   sujetos	   fueron	   divididos	   en	   dos	   grupos	   en	   base	   a	   las	   medianas.	   Las	  asociaciones	   entre	   variables	   y	   los	   niveles	   de	   Gal-­‐3	   o	   la	   muerte	   con	   valores	   de	  P<0,01	   fueron	  consideradas	  potenciales	   factores	  de	  confusión	  y	   fueron	  ajustadas	  en	   los	   análisis	   de	   supervivencia.	   Para	   evaluar	   la	   asociación	   entre	   Gal-­‐3	   y	   la	  mortalidad	   cardiovascular	   se	   realizó	   un	   análisis	   de	   regresión	   de	   riesgo	  proporcional	  de	  Cox,	  que	  fue	  ajustado	  por	  edad,	  sexo,	  tabaquismo,	  DM,	  ABI,	  HTN,	  e	  infarto	   agudo	   de	   miocardio	   o	   evento	   cerebral	   isquémico	   previos.	   Se	   calcularon	  intervalos	  de	  confianza	  del	  95%	  para	  cada	  comparación.	  	  Para	   el	   análisis	   de	  Gal-­‐3	   en	   los	   pacientes	   de	  AAA	  y	   sus	   respectivos	   controles,	   se	  realizó	  mediante	  t-­‐Student	  no	  pareada.	  Para	  valorar	  la	  asociación	  entre	  Gal-­‐3	  y	  la	  presencia	  del	  AAA,	  se	  realizó	  un	  análisis	  de	  regresión	   logística	  multivariante	  que	  fue	   ajustado	   a	   los	   potenciales	   factores	   de	   confusión	   identificados,	   que	   fueron	  definidos	   por	   una	   probabilidad	   de	   asociación	   mayor	   al	   90%	   con	   el	   tiempo	  transcurrido	   hasta	   la	   cirugía.	   Estos	   factores	   fueron	   sometidos	   a	   un	   análisis	   de	  regresión	  de	  Cox	  para	  evaluar	   la	  asociación	  entre	  el	   tiempo	  transcurrido	  hasta	   la	  necesidad	  de	  ser	   intervenido	  quirúrgicamente	  y	   las	  concentraciones	  de	  Gal-­‐3	  por	  encima	  o	  debajo	  de	  la	  mediana.	  Para	  el	  análisis	  de	  los	  modelos	  animales,	  se	  empleó	  el	  test	  de	  Mann-­‐Whitney,	  y	  los	  resultados	  se	  expresan	  como	  media±SEM	  (error	  estadístico	  medio).	  Para	  el	  análisis	  de	  los	  experimentos	  in	  vitro,	  los	  experimentos	  fueron	  realizados	  al	  menos	  por	  triplicado,	  y	  los	  resultados	  se	  expresan	  como	  media±SEM.	  El	  análisis	  se	  realizó	  mediante	  t-­‐Student	  (2	  colas,	  diferencias	  significativas	  con	  P<0,05).	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Galectina-­‐3	  es	  una	  proteína	  implicada	  en	  la	  regulación	  de	  la	  inflamación	  a	  través	  de	  diferentes	   procesos	   del	   remodelado	   vascular	   patológico.	   Su	   papel	   como	  biomarcador	  ha	  sido	  testado	  en	  HF,	  y	  posee	  características	  que	  lo	  convierten	  en	  un	  potencial	   biomarcador	   de	   aterotrombosis.	   A	   nivel	   terapéutico,	   la	   inhibición	   de	  galectina-­‐3	  ha	  sido	  satisfactoria	  en	  aterosclerosis	  experimental,	  y	  actualmente	  se	  está	   desarrollando	   en	   humanos	   un	   ensayo	   clínico	   con	   MCP,	   el	   inhibidor	  farmacológico	  que	  hemos	  seleccionado	  para	  nuestro	  modelo	  experimental	  de	  AAA.	  	  	  	  
1 Gal-­‐3	  se	  expresa	  en	  monocitos	  humanos	  y	  es	  liberada	  















Figura	   11.	   Expresión	   de	   Gal-­‐3	   en	  monocitos.	   Cuantificación	  mediante	   qPCR	   de	   los	   niveles	   de	  mRNA	   de	   Gal-­‐3.	   A.	   Monocitos	   THP-­‐1	   tratados	   con	   PMA	   (3,2mM,	   3	   y	   24	   horas)	   en	   presencia	   o	  ausencia	  de	  apocinina	  (3mM,	  30	  minutos	  de	  preincubación).	  B.	  Monocitos	  CD14+	  tratados	  con	  PMA	  (3,2mM,	   24	   horas)	   en	   presencia	   o	   ausencia	   de	   apocinina	   (3mM,	   30	   minutos	   de	   preincubación).	  *P<0,05	  vs.	  basal;	  #	  P<0,05	  vs.	  PMA.	  B:	  Basal.	  PMA:	  Forbol	  miristato	  acetato.	  Apo3:	  Apocinina	  3mM.	  
	  
Figura	   12.	   Secreción	   de	   Gal-­‐3	   en	   monocitos.	   Cuantificación	   de	   Gal-­‐3	   mediante	   ELISA	   en	   los	  sobrenadantes	  de	  monocitos	  THP-­‐1	  (A)	  y	  CD14+	  (B)	  cultivados	  durante	  24	  horas.	  *P<0,05	  vs.	  basal;	  #	  P<0,05	  vs.	  PMA.	  B:	  Basal.	  PMA:	  Forbol	  miristato	  acetato.	  Apo3:	  Apocinina	  3mM.	  
	  
Figura	  13.	  Gal-­‐3	  en	  exosomas	  derivados	  de	  monocitos.	  Cuantificación	  mediante	  ELISA	  de	  Gal-­‐3	  en	  exosomas	  aislados	  a	  partir	  de	  los	  sobrenadantes	  de	  monocitos	  THP-­‐1	  (A)	  y	  CD14+	  (B)	  cultivados	  durante	   24	   horas.	   *P<0,05	   vs.	   basal;	   #	   P<0,05	   vs.	   PMA.	   B:	   Basal.	   PMA:	   Forbol	  miristato	   acetato.	  Apo3:	  Apocinina	  3mM.	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Figura	   14.	   Caracterización	   de	   los	   exosomas	   aislados	   de	   monocitos.	   NTA	   representativo	   de	  exosomas	   aislados	   de	   monocitos	   THP-­‐1	   (A)	   y	   CD14+	   de	   sangre	   periférica(B).	   C.	   Western	   blot	  representativo	  de	  TSG101	  en	  las	  distintas	  fracciones	  generadas	  durante	  el	  aislamiento	  de	  exosomas	  procedentes	   de	   monocitos	   THP-­‐1.	   Los	   distintos	   carriles	   muestran	   un	   extracto	   de	   células	   y	  concentrados	  de	  los	  sobrenadantes	  sometidos	  a	  centrifugaciones	  seriadas.	  El	  último	  carril,	  marcado	  como	  100.000xg	  (-­‐)	  representa	   la	  segunda	  ultracentrifugación	  a	  100.000xg	  para	   lavar	  el	  pellet	  de	  exosomas	  y	  descartar	  proteínas	  contaminantes.	  El	  pellet	  de	  exosomas	  fue	  resuspendido	  en	  tampón	  de	  lisis	  para	  su	  análisis	  por	  western	  blot.	  
	  
	  
2 Los	  niveles	  plasmáticos	  de	  Gal-­‐3	  se	  correlacionan	  con	  la	  
etiología	  de	  la	  aterosclerosis	  en	  sujetos	  asintomáticos	  	  Hemos	   analizado	   las	   concentraciones	   plasmáticas	   de	   Gal-­‐3	   en	   una	   población	   de	  199	  sujetos	  asintomáticos	  en	  los	  que	  también	  se	  midió	  la	  actividad	  NADPH	  de	  sus	  PBMC	   y	   el	   IMT.	   Gal-­‐3	   se	   correlacionó	   positivamente	   con	   la	   producción	   de	   anión	  superóxido	   derivada	   de	   la	   actividad	   NAD(P)H	   oxidasa	   fagocítica	   (Figura	   15A).	  Esta	  correlación	  se	  mantuvo	  muy	  significativa	  tras	  el	  ajuste	  por	  edad	  y	  sexo	  (Tabla	  
9).	   En	   un	   análisis	   multivariante,	   la	   asociación	   entre	   los	   niveles	   de	   Gal-­‐3	   y	   la	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producción	   de	   superóxido	   derivada	   de	   la	   actividad	  NADPH	   oxidasa	   fagocítica	   se	  mantuvo	   estadísticamente	   significativa	   tras	   el	   ajuste	   de	   algunos	   factores	   que	  podrían	  estar	  regulando	  los	  niveles	  de	  Gal-­‐3	  (Tabla	  10).	  También	  se	  observó	  una	  correlación	  positiva	  entre	  Gal-­‐3	  y	  el	  IMT	  carotídeo	  (Figura	  15B),	  que	  se	  mantuvo	  significativa	   después	   de	   ajustar	   por	   edad	   y	   sexo	   (Tabla	   9).	   No	   se	   observó	  correlación	   alguna	   entre	   Gal-­‐3	   y	   otros	   parámetros	   clínicos	   (Tabla	   9).	   En	   un	  análisis	   multivariante,	   la	   asociación	   entre	   los	   niveles	   plasmáticos	   y	   el	   IMT	  carotídeo	  se	  mantuvo	  significativa	  después	  del	  ajuste	  por	  potenciales	   factores	  de	  confusión	  para	  el	  riesgo	  de	  ECV	  (Tabla	  11).	  Por	  otra	  parte,	  se	  observaron	  niveles	  incrementados	   de	   gal-­‐3	   en	   sujetos	   asintomáticos	   con	   placas	   carotídeas	   en	  comparación	   con	   sujetos	   sin	   placa	   (8,05	   [7,05–12,1]	   frente	   a	   	   6,70	   [5,36–8,17]	  ng/mL,	  P<0,001).	  	  	  
	  
	  
Figura	   15.	   Niveles	   plasmáticos	   de	   Gal-­‐3	   en	   sujetos	   asintomáticos.	   A.	   Correlación	   entre	   los	  niveles	   plasmáticos	   de	   Gal-­‐3	   y	   la	   producción	   de	   superóxido	   dependiente	   de	   la	   NAD(P)H	   oxidasa	  (n=199;	  r=0,450;	  p<0,001).	  B.	  Correlación	  entre	  los	  niveles	  plasmáticos	  de	  Gal-­‐3	  y	  el	  IMT	  carotídeo	  en	  sujetos	  asintomáticos	  (n=199;	  r=0,438;	  P<0,001).	  RLU/s:	  unidades	  de	  luz	  relativas/segundo.	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Tabla	  9.	  Coeficientes	  de	  correlación	  del	  IMT	  carotídeo	  medio	  y	  Gal-­‐3	  con	  parámetros	  clínicos	  





Tabla	   10.	   Análisis	   de	   regresión	   lineal	   múltiple	   con	   los	   niveles	   de	   Gal-­‐3	   como	   variable	  




VARIABLE	  INDEPENDIENTE	   β	   P	   R2	  PARCIAL(%)	  
VARIABLE	  INDEPENDIENTE	   β	   P	   R2	  PARCIAL(%)	  
Producción	  de	  superóxido	  (RLU/s)	   0,163	   <0,001	   21,3	  
Edad	  (años)	   0,043	   0,044	   3,1	  
Sexo	  (masculino/	  femenino)	   -­‐0,276	   0,693	   0,0	  
Índice	  de	  masa	  corporal	  (kg/m2)	   0,087	   0,193	   0,2	  
Hipertensión	  (no/sí)	   -­‐1,085	   0,077	   1,2	  
Fumador	  (no/sí)	   -­‐0,663	   0,578	   0,1	  
Glucosa	  (mg/dL)	   -­‐0,008	   0,472	   0,2	  
CARACTERÍSTICAS	  CLÍNICAS	  
IMT	  CAROTÍDEO	   GALECTINA-­‐3	  r	   P	   r	   P	  
BMI	  (kg/m2)	   0,097	   0,187	   0,022	   0,762	  
SBP	  (mm	  Hg)	   0,188	   0,010	   -­‐0,013	   0,859	  
DBP	  (mm	  Hg)	   0,129	   0,081	   -­‐0,036	   0,627	  
Glucosa	  (mg/dL)	   0,245	   0,001	   0,130	   0,078	  
Colesterol	  Total	  (mg/dL)	   0,032	   0,665	   -­‐0,103	   0,161	  
Colesterol	  HDL	  (mg/dL)	   -­‐0,125	   0,089	   -­‐0,011	   0,883	  
Colesterol	  LDL	  (mg/dL)	   0,054	   0,466	   -­‐0,032	   0,094	  
Triglicéridos	  (mg/dL)	   0,113	   0,125	   0,147	   0,079	  
hs-­‐CRP	  (mg/dL)	   0,072	   0,378	   0,103	   0,210	  
Creatinina	  sérica	  (mg/dL)	   -­‐0,034	   0,647	   0,059	   0,422	  
Tasa	  de	  filtración	  glomerular	  
(mL/min/1.73m2)	   -­‐0,018	   0,809	   -­‐0,088	   0,231	  
Galectina	  (mg/dL)	   0,376	   <0,001	   -­‐-­‐-­‐-­‐-­‐	   -­‐-­‐-­‐-­‐-­‐	  
IMT	  carotídeo	  (mm)	   -­‐-­‐-­‐-­‐-­‐	   -­‐-­‐-­‐-­‐-­‐	   0,376	   <0,001	  
Producción	  de	  superóxido	  (RLU/s)	   0,630	   <0,001	   0,450	   <0,001	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Galectina-­‐3	  (ng/mL)	   0,013	   <0,001	   19,0	  
Edad	  (años)	   0,002	   0,020	   7,0	  
Sexo	  (masculino/	  femenino)	   0,035	   0,104	   1,2	  
Índice	  de	  masa	  corporal	  
(kg/m2)	   0,001	   0,836	   0,9	  
Hipertensión	  (no/sí)	   0,063	   0,001	   4,0	  
Fumador	  (no/sí)	   0,036	   0,294	   0,3	  
Colesterol	  total	  (mg/dL)	   0,001	   0,278	   0,4	  
Glucosa	  (mg/dL)	   0,001	   0,036	   1,8	  
	  
Tabla	   11.	   	   Análisis	   de	   regresión	   linear	   múltiple	   con	   el	   IMT	   carotídeo	   como	   variable	  
dependiente	   en	   el	   grupo	   de	   sujetos	   asintomáticos	   (n=199).	   R2	   para	   la	   población	   total	   fue	  34,6%.	  R2:	  coeficiente	  de	  correlación	  parcial	  tras	  el	  ajuste.	  β:	  coeficiente	  de	  regresión.	  
	  
	  
3 Los	  niveles	  plasmáticos	  de	  Gal-­‐3	  se	  encuentran	  incrementados	  
en	  pacientes	  con	  aterosclerosis	  carotídea	  	  Hemos	   analizado	   los	   niveles	   plasmáticos	   de	   gal-­‐3	   en	   una	   población	   de	   158	  pacientes	  con	  aterosclerosis	  carotídea	  y	  115	  controles.	  Los	  niveles	  en	   los	  sujetos	  con	  aterosclerosis	   carotídea	   resultaron	   superiores	   a	   los	  de	   los	   controles	   (Figura	  
16A).	  Por	  el	  contrario,	  no	  se	  observaron	  diferencias	  significativas	  en	  CRP	  (2,3	  [1,1–5,2]	   frente	   a	   1,7	   [0,9–3,5]).	   Un	   análisis	   de	   regresión	   logística	   mostró	   que	   la	  asociación	   entre	   los	   niveles	   de	   gal-­‐3	   y	   la	   aterosclerosis	   se	  mantiene	   significativa	  tras	   el	   ajuste	   por	   factores	   de	   riesgo	   (Tabla	   12).	   Los	   análisis	   de	   curva	   ROC	  mostraron	   que	   los	   niveles	   de	   gal-­‐3	   son	   predictores	   de	   la	   presencia	   de	  aterosclerosis	   carotídea	   (Figura	   16B).	   Además,	   la	   concentración	   de	   gal-­‐3	   en	  exosomas	  aislados	  de	  plasmas	  de	  10	  pacientes	  con	  aterosclerosis	  carotídea	  resultó	  mayor	   que	   la	   de	   los	   exosomas	   aislados	   de	   10	   controles	   (Figura	   17A).	   Los	  exosomas	   aislados	   a	   partir	   de	   plasma	   fueron	   caracterizados	   mediante	   NTA	   y	  microscopía	  electrónica	  (Figura	  17B	  y	  17C).	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Figura	   16.	   Niveles	   plasmáticos	   de	   Gal-­‐3	   en	   pacientes	   con	   aterosclerosis	   carotídea.	   A.	  Concentraciones	   plasmáticas	   de	   Gal-­‐3	   en	   pacientes	   con	   aterosclerosis	   carotídea	   (n=158)	   y	  controles	   (n=115)	   B.	   Curva	   ROC	   para	   discriminar	   la	   población	   de	   pacientes	   (n=158)	   de	   los	  controles	  (n=115)(AUC	  [95%	  CI]=0,7	  [0,64–0,76];	  P<0,001).	  ***P<0,001.	  AUC:	  Área	  bajo	  la	  curva.	  
	  
Figura	  17.	  Gal-­‐3	  en	  exosomas	  aislados	  de	  plasmas	  de	  pacientes	  con	  aterosclerosis	  carotídea	  
y	   controles	   (n=10).	   A.	   Concentraciones	   plasmáticas	   de	   gal-­‐3	   cuantificadas	   mediante	   ELISA.	   B.	  Fotografía	  de	  microscopía	  electrónica	  con	  exosomas	  aislados	  de	  plasma	  humano.	  Se	  muestra	  barra	  de	  escala	  de	  100nm.	  C.	  NTA	  representativo	  de	  exosomas	  aislados	  de	  plasma	  humano.	  *P<0,05.	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   B	   SE	   Sig	   Exp	  (B)	  
Constante	   12,271	   18,375	   0,504	   213.405,4	  
Sexo	   -­‐8,777	   18,226	   0,630	   0,000	  
Edad	   -­‐0,089	   0,029	   0,002	   0,915	  
Fumador	  actual	   -­‐0,219	   0,332	   0,509	   0,803	  
HTA	   1,137	   0,345	   0,001	   3,119	  
DM	   0,731	   0,401	   0,068	   2,078	  
Dislipemia	   0,942	   0,342	   0,006	   2,565	  
Galectina-­‐3	   -­‐0,115	   0,032	   0,000	   0,892	  
	  
Tabla	   12.	   Análisis	   de	   regresión	   logística	   con	   la	   aterosclerosis	   como	   variable	   dependiente	  
(158	  pacientes	  de	  aterosclerosis	  vs.	  115	  controles).	  
	  
	  
4 Los	  niveles	  circulantes	  de	  Gal-­‐3	  en	  pacientes	  con	  PAD	  se	  
asocian	  al	  riesgo	  de	  mortalidad	  cardiovascular	  	  Hemos	   examinado	   las	   concentraciones	   séricas	   de	   Gal-­‐3	   en	   una	   población	   de	  pacientes	  con	  PAD	  (n=309)	  con	  un	  seguimiento	  de	  5	  años.	  Las	  concentraciones	  de	  Gal-­‐3	  superiores	  a	   la	  mediana	  se	  asociaron	  significativamente	  con	  un	  incremento	  del	  80%	  en	  el	  riesgo	  total	  de	  mortalidad	  en	  comparación	  con	  las	  concentraciones	  de	   Gal-­‐3	   inferiores	   a	   la	  mediana.	   Este	   incremento	   aumentó	   hasta	   el	   97%	   tras	   el	  ajuste	   por	   los	   potenciales	   factores	   de	   confusión.	   Además,	   los	   niveles	   de	   Gal-­‐3	  superiores	   a	   la	  mediana	   se	   asociaron	   significativamente	   con	   el	   riesgo	  de	  muerte	  cardiovascular	   en	   comparación	   con	   los	   niveles	   inferiores	   a	   la	   mediana,	  incrementándose	   hasta	   el	   124%	   tras	   el	   ajuste	   por	   los	   potenciales	   factores	   de	  confusión	   (Figura	   18).	   En	   este	   análisis	   multivariante,	   el	   infarto	   de	   miocardio	  previo,	   la	   presencia	   de	   angina	   de	   pecho	   y	   la	   CRP	   incrementaron	   de	   forma	  independiente	   el	   riesgo	   de	  muerte	   cardiovascular	   durante	   los	   siguientes	   5	   años	  (Tabla	  13).	  
	  














Figura	   18.	   La	   concentración	   sérica	   de	   Gal-­‐3	   predice	   la	   mortalidad	   en	   pacientes	   con	   PAD.	  Curva	  Kaplan-­‐Meier	  para	  la	  mortalidad	  cardiovascular	  acorde	  a	  niveles	  por	  encima	  o	  debajo	  de	  la	  mediana	  de	   la	  concentración	  de	  Gal-­‐3	  en	  suero	  en	  pacientes	  con	  PAD	  sintomática	  (n=309)(riesgo	  relativo	  ajustado	  [HR]=2,24;	  95%	  CI;	  1,06–4,73;	  P<0,05).	  
	  
	   B	   SE	   P	   HR	  AJUSTADO	  
95%	  CI	  PARA	  HR	  
AJUSTADO	  INFERIOR	   SUPERIOR	  
Galectina-­‐3	  	   0,808	   0,381	   0,034	   2,243	   1,063	   4,735	  
Sexo	   0,473	   0,382	   0,215	   1,604	   0,759	   3,389	  
Edad	   0,037	   0,023	   0,113	   1,037	   0,991	   1,086	  
Fumador	  actual	   -­‐0,519	   0,392	   0,185	   0,595	   0,276	   1,282	  




-­‐1,871	   1,055	   0,076	   0,154	   0,019	   1,217	  
AAA	   -­‐0,429	   0,795	   0,590	   0,651	   0,137	   3,096	  
Infarto	  agudo	  
de	  miocardio	  	   0,977	   0,395	   0,013	   2,656	   1,226	   5,756	  
Evento	  
cerebrovascular	   0,613	   0,492	   0,213	   1,846	   0,704	   4,840	  
Angina	  de	  
pecho	   1,116	   0,382	   0,003	   3,053	   1,445	   6,452	  
Hipertensión	   0,109	   0,409	   0,789	   1,116	   0,500	   2,487	  
hs-­‐CRP	   0,013	   0,005	   0,016	   1,013	   1,002	   1,023	  
	  
Tabla	  13.	  Análisis	  de	  regresión	  multifactorial	  de	  Cox	  de	  la	  mediana	  de	  Gal-­‐3	  en	  el	  pronóstico	  
de	  la	  muerte	  cardiovascular	  a	  5	  años.	  β:	  coeficiente	  de	  regresión.	  HR:	  riesgo	  relativo.	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5 Los	  niveles	  circulantes	  de	  Gal-­‐3	  en	  pacientes	  con	  AAA	  se	  









Figura	  19.	  La	  concentración	  sérica	  de	  Gal-­‐3	  en	  pacientes	  con	  AAA	  refleja	   la	  presencia	  de	  la	  
enfermedad.	   A.	   Concentraciones	   séricas	   de	   Gal-­‐3	   en	   una	   cohorte	   danesa	   de	   pacientes	   de	   AAA	  (n=228).	  *P<0,05	  vs.	  sanos.	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   B	   SE	   P	   OR	  
95%	  CI	  PARA	  OR	  INFERIOR	   SUPERIOR	  
Galectina-­‐3	   0,139	   0,063	   0,028	   1,150	   1,015	   1,301	  
Predisposición	  
familiar	   1,009	   0,920	   0,273	   2,743	   0,452	   16,635	  
Fumador	  actual	   1,240	   0,437	   0,005	   3,455	   1,468	   8,130	  
DM	   -­‐0,614	   0,572	   0,283	   0,541	   0,176	   1,660	  
HTA	   -­‐0,412	   0,389	   0,289	   0,662	   0,309	   1,419	  
BMI	   0,097	   0,058	   0,095	   1,101	   0,983	   1,234	  
Uso	  de	  
inhibidores	  ECA	   0,834	   0,511	   0,102	   2,302	   0,846	   6,263	  
Uso	  de	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
β-­‐bloqueantes	  	   0,195	   0,446	   0,662	   1,215	   0,507	   2,909	  
Uso	  de	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
β-­‐agonistas	  	   0,402	   0,656	   0,540	   1,495	   0,413	   5,414	  
Uso	  de	  estatinas	  	   0,458	   0,438	   0,295	   1,581	   0,671	   3,729	  
Uso	  de	  
antiagregantes	  	   1,690	   0,437	   0,000	   5,418	   2,302	   12,755	  
DBP	  	  (mm	  Hg)	   0,128	   0,021	   0,000	   1,136	   1,091	   1,184	  
PAD	  	   3,413	   1,102	   0,002	   30,357	   3,500	   263,285	  
hs-­‐CRP	   -­‐0,002	   0,024	   0,920	   0,998	   0,953	   1,045	  
Constante	   -­‐14,824	   2,485	   0,000	   0,000	   	   	  
	  
Tabla	  14.	  Análisis	  de	  regresión	  logística	  con	  Gal-­‐3	  como	  factor	  de	  riesgo	  independiente	  de	  la	  













	   B	   SE	   P	   HR	  
95%	  CI	  PARA	  HR	  INFERIOR	   SUPERIOR	  
Galectina-­‐3	   0,604	   0,248	   0,015	   1,829	   1,126	   2,972	  
Predisposición	  
familiar	   0,313	   0,540	   0,562	   1,368	   0,475	   3,941	  
Fumador	  actual	   -0,634	   0,260	   0,015	   0,530	   0,319	   0,882	  
DM	   0,415	   0,366	   0,257	   1,514	   0,739	   3,105	  
HTA	   0,152	   0,270	   0,573	   1,164	   0,686	   1,974	  
BMI	   -0,073	   0,037	   0,046	   0,930	   0,865	   0,999	  
Uso	  de	  inhibidores	  
ECA	   -0,053	   0,304	   0,862	   0,949	   0,523	   1,721	  
Uso	  de	  β-­‐bloqueantes	  	   -0,302	   0,298	   0,311	   0,740	   0,413	   1,326	  
Uso	  de	  β-­‐agonistas	  	   -0,015	   0,446	   0,973	   0,985	   0,411	   2,359	  
Uso	  de	  estatinas	  	   0,101	   0,270	   0,709	   1,106	   0,652	   1,877	  
Uso	  de	  antiagregantes	  	   -0,221	   0,283	   0,434	   0,802	   0,461	   1,395	  
DBP	  	  (mm	  Hg)	   0,018	   0,010	   0,085	   1,018	   0,998	   1,039	  
PAD	  	   -0,143	   0,313	   0,647	   0,867	   0,470	   1,599	  
hs-­‐CRP	   -0,012	   0,014	   0,396	   0,988	   0,962	   1,016	  
Máximo	  tamaño	  
aórtico	  	   0,101	   0,009	   0,000	   1,106	   1,087	   1,125	  
	  
Tabla	  15.	  Análisis	  de	  regresión	  de	  Cox	  para	  la	  necesidad	  de	  ser	  intervenido	  quirúrgicamente	  































Figura	  20.	  La	  concentración	  sérica	  de	  Gal-­‐3	  en	  pacientes	  de	  AAA	  refleja	  la	  progresión	  de	  la	  
enfermedad.	   Curva	   Kaplan-­‐Meier	   para	   intervención	   quirúrgica	   acorde	   a	   niveles	   por	   encima	   o	  debajo	  de	  la	  mediana	  de	  la	  concentración	  de	  Gal-­‐3	  en	  suero	  en	  pacientes	  con	  AAA	  (n=225).	  
	  
	  
6 Los	   macrófagos	   y	   CMLV	   de	   la	   pared	   patológica	   de	   AAA	  

















Figura	   21.	   Localización	   de	   gal-­‐3	   en	   la	   pared	   vascular	   de	   AAA.	   A.	   Inmunohistoquímica	  representativa	  de	  Gal-­‐3	  en	  pared	  vascular	  patológica	  de	  AAA	  y	  sana.	  B.	  Colocalizaciones	  de	  Gal-­‐3	  con	  CD68	  (células	  fagocíticas)	  y	  α-­‐actina	  (CMLV)	  en	  cortes	  seriados	  de	  pared	  patológica	  de	  AAA.	  	  	  
	  
Figura	   22.	   Expresión	   de	   Gal-­‐3	   en	   AAA	   humano	   y	   experimental.	   A.	   Cuantificación	  mediante	  qPCR	  de	   la	   expresión	  de	  Gal-­‐3	  en	  pared	  vascular	  patológica	  de	  pacientes	   con	  AAA	   (n=9)	  y	  pared	  sana	   (n=9).	  B.	   Cuantificación	   mediante	   qPCR	   de	   la	   expresión	   de	   Gal-­‐3	   en	   aortas	   murinas	   sanas	  (n=9)	  y	  en	  AAA	  experimentales	  murinos	  generados	  mediante	  perfusión	  de	  elastasa	  (n=6).	  **P<0,01	  vs.	  controles.	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7 Los	  niveles	  circulantes	  de	  Gal-­‐3	  aumentan	  tras	  la	  inducción	  del	  







Figura	  23.	  Concentraciones	  séricas	  de	  Gal-­‐3	  en	  AAA	  experimentales	  murinos.	  A	  día	  3,	  n=6	  	  y	  a	  día	  14,	  n=14;	  controles	  n=12.	  **P<0,01	  vs.	  controles.	  
	  
	  
8 El	  tratamiento	  con	  modified	  citrus	  pectin	  (MCP)	  disminuye	  la	  
progresión	  del	  AAA	  inducido	  por	  elastasa	  	  Para	  investigar	  el	  potencial	  beneficio	  de	  inhibir	  Gal-­‐3	  para	  evitar	  el	  desarrollo	  de	  AAA,	   hemos	   empleado	   MCP,	   un	   inhibidor	   farmacológico	   de	   Gal-­‐3	   que	   fue	  administrado	   a	   los	   ratones	   por	   vía	   intravenosa	   a	   días	   alternos,	   en	   una	   dosis	   de	  10mg/kg	   y	   desde	   un	   día	   antes	   de	   la	   cirugía	   experimental.	   Tras	   14	   días	   de	   la	  perfusión	   con	   elastasa,	   el	   incremento	   del	   diámetro	   aórtico	   resultó	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Figura	   24.	   El	   tratamiento	   con	   MCP	   reduce	   el	   incremento	   del	   diámetro	   aórtico	   en	   el	   AAA	  
















Figura	   25.	   El	   tratamiento	   con	   MCP	   favorece	   la	   estabilidad	   de	   la	   capa	   media	   en	   el	   AAA	  
experimental.	   A.	   Tinción	   representativa	   de	   Verhoeff	   van	   Gieson.	   B.	   Inmunofluorescencia	  representativa	  de	  α-­‐actina.	  C	  y	  D.	  Cuantificación	  mediante	  escala	  de	  grados	  de	  la	  conservación	  de	  las	   capas	   de	   elastina	   y	   de	   las	   CMLV	   en	   ratones	   tratados	   con	   suero	   salino	   (control,	   n=17)	   o	  MCP	  (n=14)	  tras	  14	  días	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa.	  *P<0,05	  vs.	  controles.	  
	  
	  
9 El	  tratamiento	  con	  MCP	  disminuye	  el	  infiltrado	  monocitario	  y	  
la	  expresión	  de	  CCL-­‐2	  en	  el	  AAA	  inducido	  por	  elastasa	  	  Para	   averiguar	   si	   la	   respuesta	   inmunoinflamatoria	   adventicial	   se	   encontraba	  también	  disminuida	  a	  causa	  del	  tratamiento	  con	  MCP,	  analizamos	  la	  composición	  celular	  de	  la	  adventicia.	  No	  detectamos	  diferencias	  significativas	  en	  la	  presencia	  de	  neutrófilos	   entre	   el	   grupo	   tratado	   con	   MCP	   y	   el	   control	   (39,47±38,51	   frente	   a	  51,29±63,92	  neutrófilos	  Ly6G+/mm2	  de	   lesión),	   pero	   sí	   observamos	  un	  descenso	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significativo	  en	  el	   infiltrado	  de	  macrófagos	  en	  el	   grupo	   tratado	  con	  MCP	   (Figura	  
26A	  y	  26C).	  De	  acuerdo	  con	  esta	  observación,	  también	  se	  produjo	  un	  descenso	  en	  la	  presencia	  de	   la	  quimioquina	  proinflamatoria	  CCL-­‐2	  en	   la	  pared	  vascular	  de	   los	  ratones	  tratados	  con	  MCP	  respecto	  a	   los	  controles	  (Figura	  26B	  y	  26D).	  Por	  otra	  parte,	  no	  detectamos	  diferencias	  en	  la	  inmunotinción	  de	  Gal-­‐3	  en	  la	  pared	  vascular	  (4,81±6,09%	  frente	  a	  3,36±3,35%	  área	  Gal-­‐3+/área	  total)	  ni	  en	  las	  concentraciones	  séricas	   (573±279	   frente	   a	   435±213ng/mL)	   entre	   el	   grupo	   tratado	   con	  MCP	   y	   el	  control.	  
	  
	  
Figura	   26.	   El	   tratamiento	   con	  MCP	   disminuye	   la	   respuesta	   inmunoinflamatoria	   en	   el	   AAA	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Los	  trabajos	  anteriores	  de	  nuestro	  grupo	  han	  demostrado	  que	  NGAL	  se	  encuentra	  aumentado	  en	  neutrófilos	  circulantes	  y	  plasmas	  de	  pacientes	  de	  AAA,	  pero	  hasta	  el	  momento	  no	  hay	  estudios	  sobre	  su	  papel	  en	  esta	  patología.	  En	  este	  estudio,	  hemos	  empleado	  la	  deleción	  génica	  y	  la	  inhibición	  farmacológica	  de	  Lcn2	  para	  estudiar	  su	  efecto	   sobre	   el	   AAA	   experimental	   inducido	   por	   elastasa	   y	   valorar	   su	   potencial	  efecto	  terapéutico.	  
	  
	  
10 NGAL/Lcn2	  está	  sobrexpresado	  en	  AAA	  humano	  y	  murino	  
inducido	  por	  elastasa	  	  A	   pesar	   de	   que	   los	   estudios	   previos	   han	   documentado	   la	   presencia	   de	  NGAL	   en	  pared	   y	   trombo	   de	   AAA	   humano,	   no	   se	   ha	   determinado	   si	   existe	   una	   mayor	  actividad	  transcripcional	  de	  NGAL/Lcn2	  en	  el	  tejido	  patológico	  de	  AAA	  respecto	  al	  tejido	  sano.	  Hemos	  comparado	   la	  expresión	  de	  mRNA	  de	  NGAL/Lcn2	  en	  paredes	  patológicas	   de	   AAA	   y	   en	   paredes	   sanas,	   observando	   que	   se	   encuentra	  incrementada	   en	   la	   pared	   patológica,	   tanto	   en	   el	   AAA	   humano	   como	   en	   el	  experimental	   (Figura 27). A nivel de proteína, la inmunohistoquímica proporcionó 
resultados similares en tejido humano y murino (Figura 28). Además, observamos que 
Lcn2 es expresada por neutrófilos y CMLV en la pared vascular patológica del AAA 
experimental (Figura 29). Los niveles plasmáticos de Lcn2 se encontraron 
incrementados en el AAA experimental (tanto a 3 como 14 días tras la perfusión con 
elastasa) en comparación con los ratones sanos (Figura 30), de forma similar a lo 








































Figura	   28.	   	   Expresión	   de	   NGAL/Lcn2	   en	   la	   pared	   vascular	   de	   AAA.	  A.	   Inmunohistoquímica	  representativa	   de	   NGAL	   en	   pared	   vascular	   patológica	   de	   paciente	   con	   AAA	   y	   pared	   sana.	   B.	  Inmunohistoquímica	  representativa	  de	  Lcn2	  en	  pared	  vascular	  de	  AAA	  experimental	  murino	  y	  de	  controles	  sanos.	  	  	  	  	  	  












































11 La	  deficiencia	  de	  Lcn2	  disminuye	  el	  desarrollo	  y	  el	  crecimiento	  
del	  AAA	  inducido	  por	  elastasa	  	  Dado	   el	   incremento	   en	   la	   expresión	   de	   Lcn2	   observado	   en	   el	   aneurisma	  murino	  inducido	  por	  perfusión	  con	  elastasa,	  realizamos	  este	  mismo	  modelo	  experimental	  en	  ratones	  Lcn2-­‐/-­‐	  para	  investigar	  su	  función	  en	  el	  AAA.	  El	  incremento	  del	  diámetro	  aórtico	  en	   los	   ratones	  Lcn2-­‐/-­‐	   fue	   significativamente	  más	  bajo	  que	  en	   los	   ratones	  WT	  (Figura	  31).	  Entre	  los	  ratones	  sham	  (aquellos	  operados	  pero	  perfundidos	  con	  suero	  salino	  en	  lugar	  de	  elastasa),	  ni	  los	  Lcn2-­‐/-­‐	  ni	  los	  WT	  desarrollaron	  AAA,	  y	  el	  leve	   incremento	   observado	   en	   el	   diámetro	   aórtico	   fue	   equivalente	   en	   ambos	  grupos	  (32,7	  ±	  3,5	  en	  WT	  frente	  a	  32,5	  ±	  7,1%	  en	  Lcn2-­‐/-­‐,	  P>0,05).	  Mediante	  tinción	  de	  Verhoeff	   van	  Gieson	  mostramos	  que	   la	  degradación	  de	   elastina	   fue	  menor	   en	  ratones	  Lcn2-­‐/-­‐	  que	  en	  ratones	  WT	  tras	  14	  días	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa	  (Figura	  







Figura	  31.	  El	  incremento	  del	  diámetro	  áortico	  es	  menor	  en	  el	  AAA	  experimental	  de	  ratones	  
Lcn2-­‐/-­‐.	   A.	   Tinción	   representativa	   de	   tricrómico	   de	  Masson	  B.	   Cuantificación	   del	   incremento	   del	  diámetro	  aórtico	  en	  ratones	  WT	  (n=10)	  y	  Lcn2-­‐/-­‐	  (n=11)	  tras	  14	  días	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa.	  *P<0,05	  vs.	  WT.	  Barras	  de	  escala:	  100µm.	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Figura	  32.	  Mayor	  conservación	  de	  la	  capa	  media	  en	  el	  AAA	  expermiental	  de	  ratones	  Lcn2-­‐/-­‐.	  













Figura	  33.	  Disminución	  de	  la	  neoangiogénesis	  en	  el	  AAA	  experimental	  de	  ratones	  Lcn2-­‐/-­‐	  	  A.	  Inmunohistoquímica	   representativa	   de	   CD31+.	   B.	   Cuantificación	   de	   los	   neovasos	   CD31+	   en	   las	  paredes	  aórticas	  de	  ratones	  WT	  (n=10)	  y	  Lcn2-­‐/-­‐	  (n=11)	  tras	  14	  días	  de	   la	  perfusión	  con	  elastasa.	  *P<0,05	  vs.	  WT.	  Barras	  de	  escala:	  100µm.	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12 El	  tratamiento	  de	  ratones	  WT	  con	  un	  anticuerpo	  anti-­‐Lcn2	  











Figura	   34.	   Caracterización	   de	   los	   anticuerpos	   policlonales.	   A.	   Western	   blot	   del	   anticuerpo	  control	   (IgG)	   y	   de	   los	   anticuerpos	   anti-­‐Lcn2	   neutralizantes	   (anti-­‐Lcn2)	   purificados	   a	   partir	   de	  sueros	  de	   conejo.	  B.	  Detección	  de	  Lcn2	   en	   suero	  murino	  utilizando	   el	   anticuerpo	  policlonal	   anti-­‐Lcn2.	  C.	  Detección	  de	  IgG	  de	  conejo	  en	  el	  suero	  del	  ratón	  tras	  14	  días	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa.	  Carriles	  1-­‐3,	  ratones	  sin	  tratamiento;	  carriles	  4	  y	  5,	  ratones	  inyectados	  con	  anti-­‐Lcn2;	  carriles	  6-­‐8,	  ratones	  inyectados	  con	  IgG.	  









Figura	  35.	  El	  incremento	  del	  diámetro	  aórtico	  es	  menor	  en	  el	  AAA	  experimental	  de	  ratones	  
tratados	  con	  anti-­‐Lcn2.	  A.	  Tinción	  representativa	  de	  tricrómico	  de	  Masson.	  B.	  Cuantificación	  del	  incremento	  del	  diámetro	  aórtico	  tras	  14	  días	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa	  en	  ratones	  tratados	  con	  IgG	  control	  (n=11)	  o	  anti-­‐Lcn2	  (n=8).	  *P<0,05	  vs.	  IgG.	  Barras	  de	  escala:	  100µm.	  
Figura	  36.	  Mayor	  conservación	  de	  la	  capa	  media	  en	  el	  AAA	  expermiental	  de	  ratones	  tratados	  










Figura	  37.	  Disminución	  de	   la	  neoangiogénesis	  en	  el	  AAA	  experimental	  de	  ratones	   tratados	  
con	  anti-­‐Lcn2.	  A.	   Inmunohistoquímica	  representativa	  de	  CD31.	  B.	  Cuantificación	  de	  los	  neovasos	  CD31+	  en	  las	  paredes	  aórticas	  tras	  14	  días	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa	  en	  ratones	  tratados	  con	  IgG	  control	  (n=11)	  o	  anti-­‐Lcn2	  (n=8).	  *P<0,05	  vs.	  IgG.	  Barras	  de	  escala:	  100µm.	  	  	  
13 La	  deficiencia	  de	  Lcn2	  o	  su	  inhibición	  mediante	  anti-­‐Lcn2	  
disminuye	  la	  infiltración	  de	  neutrófilos	  y	  la	  actividad	  de	  
metaloproteinasas	  	  Para	  comprender	  porqué	   la	  deleción	  génica	  o	   la	   inhibición	  de	  Lcn2	  protege	  de	   la	  formación	   del	   AAA,	   hemos	   estudiado	   si	   la	   disminución	   del	   daño	   estructural	  causado	  por	  la	  deficiencia	  de	  Lcn2	  se	  encontraba	  asociada	  a	  una	  disminución	  de	  la	  respuesta	   inmunoinflamatoria.	   No	   hallamos	   diferencias	   ni	   en	   los	   niveles	   de	  linfocitos	   entre	   ratones	   WT	   y	   Lcn2-­‐/-­‐	   (119±29,08	   frente	   a	   99,85±18,12	   células	  CD3+/mm2	   de	   área	   de	   lesión)	   ni	   en	   los	   de	   macrófagos	   (32,45±1,84	   frente	   a	  27,09±4,44%	   área	   MOMA2+/área	   total).	   Hemos	   observado	   que	   el	   número	   de	  neutrófilos	   es	  menor	   en	   los	   ratones	   Lcn2-­‐/-­‐	   y	   en	   aquellos	   tratados	   con	   anti-­‐Lcn2	  con	   respecto	   a	   los	   controles	  WT	   perfundidos	   con	   elastasa	   o	   tratados	   con	   la	   IgG	  control	  (Figura	  38).	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Figura	   38.	   La	   deficiencia	   de	   Lcn2	   o	   su	   inhibición	   mediante	   anti-­‐Lcn2	   disminuye	   el	  
reclutamiento	  de	  neutrófilos	  en	  el	  AAA	  experimental.	  A.	  Inmunohistoquímica	  representativa	  de	  Ly6G	  en	  ratones	  WT	  y	  Lcn2-­‐/-­‐.	  B.	  Cuantificación	  de	  Ly6G	  en	  aortas	  de	  ratones	  WT	  (n=9)	  y	  Lcn2-­‐/-­‐	  (n=11).	   C.	   Inmunohistoquímica	   representativa	   de	   Ly6G	   en	   aortas	   de	   ratones	   tratados	   con	   IgG	  control	  o	  anti-­‐Lcn2.	  D.	  Cuantificación	  de	  Ly6G	  en	  aortas	  tras	  14	  días	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa	  en	  ratones	  tratados	  con	  IgG	  control	  (n=11)	  o	  anti-­‐Lcn2	  (n=8).	  *P<0,05	  vs.	  IgG.	  **P<0,01	  vs	  WT.	  Barras	  de	  escala:	  100µm.	  	  Previamente	  se	  ha	  descrito	  que	  los	  neutrófilos	  de	  ratones	  Lcn2-­‐/-­‐	  son	  deficientes	  en	  varias	   funciones,	   entre	   las	   que	   se	   ha	   descrito	   una	   reducción	   en	   la	   capacidad	  migratoria(170).	   Por	   otra	   parte,	   Lcn2	   es	   un	   agente	   quimiotáctico	   para	   los	  neutrófilos,	  por	  lo	  que	  hipotetizamos	  que	  las	  CMLV	  de	  los	  ratones	  Lcn2-­‐/-­‐	  podrían	  tener	  una	  menor	   capacidad	  quimiotáctica	  para	   atraer	  neutrófilos,	   contribuyendo	  de	  esta	  forma	  a	  la	  reducción	  en	  el	  infiltrado	  de	  neutrófilos	  observada	  en	  la	  pared	  vascular.	   Por	   esta	   razón,	   hemos	   estudiado	   la	   capacidad	   de	   los	   neutrófilos	   de	  ratones	   con	   AAA	   experimentales	   aislados	   a	   partir	   de	   ratones	   perfundidos	   con	  elastasa	  y	  sacrificados	  después	  de	  3	  días	  (que	  corresponde	  a	  la	  máxima	  activación	  de	  neutrófilos)	  para	  migrar	  hacia	  sobrenadantes	  de	  CMLV	  procedentes	  de	  ratones	  WT	   y	   Lcn2-­‐/-­‐.	   Así,	   hemos	   observado	   un	   descenso	   en	   la	   capacidad	   de	   atraer	  neutrófilos	   por	   CMLV	   de	   ratones	   Lcn2-­‐/-­‐	   en	   comparación	   con	   las	   CMLV	  procedentes	   de	   ratones	   WT	   (Figura	   39).	   Además,	   Lcn2	   puede	   potenciar	   la	  activación	  de	  MMP-­‐9(158,	  159).	  Para	  determinar	   si	   la	   activación	  de	  MMP	  estaba	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Figura	   39.	   Disminución	   en	   la	   actividad	   quimiotáctica	   del	   secretoma	   de	   CMLV	   de	   ratones	  
Lcn2-­‐/-­‐.	  Análisis	  mediante	  citometría	  de	  flujo	  de	   la	  migración	  de	  neutrófilos	  (marcados	  con	  Ly6G-­‐PE)	  aislados	  de	  ratones	  WT	  (n=6)	  y	  Lcn2-­‐/-­‐	  (n=6)	  tras	  3	  días	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa.	  *P<0,05	  vs.	  WT.	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Figura	  40.	  La	  deficiencia	  de	  Lcn2	  o	  su	  inhibición	  mediante	  anti-­‐Lcn2	  disminuye	  la	  actividad	  





14 El	  tratamiento	  terapéutico	  con	  anti-­‐Lcn2	  reduce	  la	  progresión	  
de	  los	  AAA	  inducidos	  por	  elastasa	  	  	  Para	  evaluar	  el	  papel	  de	  Lcn2	  como	  potencial	  diana	  terapéutica	  en	  el	  tratamiento	  de	  AAA,	   los	  animales	  fueron	  tratados	  con	  anti-­‐Lcn2	  transcurridos	  3	  días	  desde	  la	  perfusión	  con	  elastasa,	  que	  coincide	  con	  el	   incremento	  inicial	  en	  el	  reclutamiento	  de	  neutrófilos).	  De	  esta	  forma,	  el	  tratamiento	  de	  la	  enfermedad	  se	  produce	  una	  vez	  que	  el	  AAA	  ya	   se	  ha	  desarrollado,	   representando	  así	  un	  modelo	  más	   traslacional	  que	   con	   el	   tratamiento	   preoperatorio.	   El	   incremento	   en	   el	   diámetro	   aórtico	  inducido	  por	  la	  perfusión	  con	  elastasa	  fue	  menor	  en	  los	  ratones	  tratados	  con	  anti-­‐Lcn2	  que	  en	  aquellos	  que	  recibieron	  IgG	  control	  (Figura	  41).	  El	  grupo	  tratado	  con	  anti-­‐Lcn2	  también	  mostró	  un	  menor	  daño	  en	  las	  capas	  de	  elastina	  en	  comparación	  con	   el	   grupo	   tratado	   con	   IgG	   control,	   así	   como	   una	   menor	   pérdida	   de	   CMLV,	  aunque	  las	  diferencias	  no	  resultaron	  significativas	  (Figura	  42).	  Por	  otra	  parte,	  el	  tratamiento	  con	  el	  anticuerpo	  anti-­‐Lcn2	  disminuyó	  el	  contenido	  de	  neutrófilos	  en	  el	  AAA	  en	  comparación	  con	  los	  ratones	  tratados	  con	  IgG	  control	  (Figura	  43).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
Figura	   41.	   El	   tratamiento	   con	   anti-­‐Lcn2	   disminuye	   la	   progresión	   de	   AAA	   experimentales	  
pequeños.	  A.	  Tinción	  representativa	  de	  tricrómico	  de	  Masson.	  B.	  Cuantificación	  del	  incremento	  del	  diámetro	  aórtico	  tras	  14	  días	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa	  en	  ratones	  tratados	  con	  IgG	  control	  (n=8)	  o	  anti-­‐Lcn2	  (n=8)	  a	  partir	  del	  tercer	  día	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa.	  **P<0,01	  vs.	  IgG.	  










Figura	  42.	  Disminución	  del	  daño	  asociado	  a	  la	  capa	  media	  en	  AAA	  experimentales	  pequeños	  










Figura	   43.	   Disminución	   del	   infiltrado	   de	   neutrófilos	   en	   el	   AAA	   experimental	   de	   ratones	  
tratados	   con	  anti-­‐Lcn2.	  A.	   Inmunohistoquímica	  representativa	  de	  CD31.	  B.	  Cuantificación	  de	  los	  neovasos	   CD31+	   en	   las	   paredes	   aórticas	   tras	   14	   días	   de	   la	   perfusión	   con	   elastasa	   en	   ratones	  tratados	  con	  IgG	  control	  (n=8)	  o	  anti-­‐Lcn2	  (n=8)	  a	  partir	  del	  tercer	  día	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa.	  *P<0,05	  vs.	  IgG.	  Barras	  de	  escala:	  100µm.	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1 Biomarcadores	  circulantes	  de	  aterotrombosis	  	  La	  mayoría	  de	   los	  pacientes	   con	  aterotrombosis	   son	  asintomáticos,	  por	   lo	  que	   la	  detección	  temprana	  puede	  ser	  clave	  para	   la	  prevención	  cardiovascular.	  Existe	  un	  gran	   interés	   en	   identificar	   biomarcadores	   de	   la	   enfermedad	   capaces,	   no	   sólo	   de	  hacer	  un	  diagnóstico	  precoz	  sino	  que,	  además,	  permitan	  facilitar	  el	  pronóstico	  de	  la	   enfermedad	   tanto	   en	   el	   momento	   del	   diagnóstico	   como	   a	   lo	   largo	   de	   su	  evolución.	  La	   identificación	  de	  biomarcadores	  persigue	   también	  un	  conocimiento	  más	   profundo	   de	   la	   fisiopatología	   y	   de	   sus	   correspondientes	   vías	   metabólicas.	  Finalmente,	   se	   plantea	   la	   posibilidad	   de	   emplear	   estos	   conocimientos	   en	   la	  búsqueda	  de	  dianas	   terapéuticas	  que,	  en	  un	   futuro,	  puedan	   llevarse	  a	   la	  práctica	  clínica	  como	  un	  tratamiento	  médico	  eficaz	  para	  este	  tipo	  de	  pacientes.	  
	  
1.1 Galectina-­‐3	  Galectina-­‐3	   es	   una	   proteína	   implicada	   en	   la	   regulación	   de	   la	   inflamación,	   y	   que	  ejerce	   diversas	   funciones	   relacionadas	   con	   el	   remodelado	   vascular	   patológico,	  entre	   las	   que	   se	   encuentran	   la	   quimiotaxis	   de	   leucocitos,	   la	   apoptosis	   o	   la	  producción	   de	   ROS.	   Su	   expresión	   se	   encuentra	   incrementada	   en	   tejidos	  cardiovasculares	   bajo	   las	   condiciones	   del	   remodelado	   patológico,	   por	   ejemplo	  cuando	  los	  macrófagos	  o	  las	  CMLV	  aórticas	  se	  cargan	  de	  lípidos	  y	  se	  transforman	  en	   células	   espumosas(171,	   172),	   por	   lo	   que	   puede	   representar	   un	   buen	  biomarador	  patológico.	  En	  nuestro	  estudio,	  hemos	  mostrado	  que	  el	  PMA	  induce	  la	  expresión	   y	   liberación	   de	   Gal-­‐3	   en	   monocitos	   humanos	   aislados	   de	   sangre	  periférica	  y	  en	  un	  modelo	  in	  vitro	  de	  diferenciación	  monocito-­‐macrófago	  en	  células	  THP-­‐1.	  La	  apocinina	  revirtió	  estos	  efectos,	  sugiriendo	  que	  la	  inducción	  de	  Gal-­‐3	  por	  el	  PMA	  está	  mediada	  por	  la	  actividad	  NADPH	  oxidasa	  o	  por	  la	  generación	  de	  ROS.	  Por	  otra	  parte,	  Gal-­‐3	  induce	  la	  producción	  de	  ion	  superóxido	  en	  monocitos(173)	  y	  células	  mastocíticas(174)	  in	  vitro,	  lo	  que	  implica	  que	  podría	  estar	  contribuyendo	  a	  perpetuar	   el	   círculo	   vicioso	  que	   relaciona	   estrés	   oxidativo	   e	   inflamación.	   In	  vivo,	  hemos	   observado	   que	   los	   niveles	   plasmáticos	   de	   Gal-­‐3	   estaban	   asociados	  positivamente	  con	  la	  producción	  de	  superóxido	  dependiente	  de	  la	  NADPH	  oxidasa	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en	   PBMC	   de	   sujetos	   asintomáticos.	   Estos	   datos	   podrían	   sugerir	   la	   posible	  participación	  de	  la	  producción	  de	  superóxido	  dependiente	  de	  la	  NADPH	  oxidasa	  en	  los	  niveles	   aumentados	  de	  Gal-­‐3	  observados	   en	   aterotrombosis.	   Sin	   embargo,	   en	  nuestros	   estudios	   no	   proporcionamos	   ninguna	   evidencia	   directa	   del	   potencial	  papel	  desempeñado	  por	   las	  NADPH	  oxidasas	  vasculares.	  Además	  de	   las	  NAD(P)H	  oxidasas,	  otras	  enzimas	  relacionadas	  con	   la	  producción	  de	  ROS	  en	  aterosclerosis,	  como	  LO,	  xantina	  oxidasa	  y	  NOS(175)	  podrían	  estar	  involucradas.	  En	  conjunto,	  los	  niveles	  extracelulares	  de	  Gal-­‐3	  podrían	  reflejar	  dos	  de	  los	  principales	  mecanismos	  de	  la	  aterogénesis,	  como	  son	  el	  estrés	  oxidativo	  y	  la	  diferenciación	  de	  macrófagos	  o	  formación	  de	  células	  espumosas.	  	  Las	   funciones	   de	   Gal-­‐3	   dependen	   de	   su	   localización	   celular.	   A	   nivel	   intracelular,	  puede	   participar	   en	   vías	   de	   señalización	   y	  modular	   diferentes	   procesos	   como	   la	  migración	  celular	  y	  la	  apoptosis.	  A	  nivel	  extracelular,	  Gal-­‐3	  participa	  en	  la	  adhesión	  celular,	  en	  la	  producción	  de	  citoquinas,	  la	  quimiotaxis	  y	  la	  modulación	  de	  algunos	  receptores	   celulares.	   Los	  mecanismos	   implicados	   en	   la	   secreción	   de	   Gal-­‐3	   no	   se	  han	  establecido	  totalmente,	  aunque	  se	  han	  propuesto	  previamente	  la	  participación	  de	   los	   exosomas(139).	   En	   este	   sentido,	   se	   ha	   identificado	   Gal-­‐3	   mediante	  proteómica	  en	  exosomas	  derivados	  de	  células	  dendríticas	  y	  tumorales	  (139,	  176).	  En	   nuestros	   estudios	   hemos	   mostrado	   que	   Gal-­‐3	   es	   liberado	   por	   células	  monocíticas	   activadas,	   mediado	   por	   ROS,	   y	   al	   menos	   en	   parte,	   asociado	   a	  exosomas,	  aunque	  otros	  mecanismos	  de	  secreción	  no	  relacionados	  con	  exosomas	  podrían	   estar	   implicados.	   Además,	   los	   niveles	   de	   Gal-­‐3	   que	   se	   encontraron	   en	  exosomas	  aislados	  de	  plasma	  estaban	  aumentados	  en	  pacientes	  con	  aterosclerosis	  en	  comparación	  con	  los	  sujetos	  control.	  Esto	  podría	  sugerir	  un	  incremento	  in	  vivo	  de	   la	   liberación	   de	   Gal-­‐3	   por	  monocitos	   activados	   (tal	   como	   ocurre	   en	   nuestros	  experimentos	   in	   vitro).	   Sin	   embargo,	   no	   podemos	   descartar	   la	   contribución	   de	  otros	  tipos	  celulares,	  ni	  un	  incremento	  pasivo/activo	  de	  la	  secreción	  mediada	  por	  un	   endotelio	   disfuncional/normal,	   como	   se	   ha	   mostrado	   previamente	   con	  micropartículas(177).	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Existen	  diferentes	  estudios	  que	  resaltan	  el	  uso	  del	  IMT	  como	  marcador	  surrogado	  para	  la	  predicción	  del	  riesgo	  cardiovascular,	  aunque	  recientemente	  se	  ha	  sugerido	  que	   la	   evidencia	   de	   aterosclerosis	   (la	   propia	   placa	   de	   ateroma)	   se	   encuentra	  asociada	   de	   una	   forma	   más	   fuerte	   e	   independiente	   con	   los	   eventos	  cardiovasculares(178-­‐180).	  En	  nuestros	  estudios,	  hemos	  mostrado	  que	  los	  niveles	  plasmáticos	  de	  Gal-­‐3	  se	  correlacionan	  con	  el	  IMT	  de	  sujetos	  asintomáticos	  tras	  el	  ajuste	   por	   los	   factores	   de	   riesgo	   clásicos.	   El	   papel	   de	   Gal-­‐3	   como	   potencial	  biomarcador	  circulante	  de	  ECV	  ha	  sido	  apoyado	  por	  diversos	  estudios,	  entre	  ellos	  los	  presentados	  en	  esta	  tesis.	  Así,	  hemos	  mostrado	  que	  los	  niveles	  plasmáticos	  de	  Gal-­‐3	   están	   incrementados	   en	   pacientes	   con	   aterosclerosis	   carotídea	   y	   PAD	   en	  comparación	   con	   sujetos	   control.	  También	   se	  han	  observado	  niveles	  plasmáticos	  incrementados	  en	   las	   fases	  agudas	  de	   la	  aterotrombosis(181).	  En	   la	  misma	   línea,	  Gal-­‐3	   también	   se	  encuentra	   incrementada	  en	  plasmas	  de	  pacientes	   con	  HF(182).	  Asimismo,	  en	  el	  segundo	  estudio	  de	  esta	  tesis,	  mostramos	  que	  Gal-­‐3	  se	  encuentra	  incrementada	  en	  los	  pacientes	  con	  AAA	  en	  comparación	  con	  los	  sujetos	  sanos.	  Los	  biomarcadores	   patológicos	   no	   son	   específicos	   de	   una	   enfermedad,	   sino	   que	  reflejan	  la	  actividad	  biológica	  asociada	  a	  la	  patología.	  Nuestros	  resultados	  sugieren	  que	   los	   niveles	   circulantes	   de	   Gal-­‐3	   se	   encuentran	   incrementados	   en	   distintas	  manifestaciones	   de	   la	   presencia	   de	   ECV,	   reflejando	   probablemente	   la	   activación	  subyacente	   de	   mecanismos	   patológicos	   comunes	   como	   el	   estrés	   oxidativo	   y	   la	  activación	  de	  monocitos.	  El	   papel	   de	   Gal-­‐3	   como	   biomarcador	   pronóstico	   también	   se	   ha	   evaluado	  previamente.	   De	   hecho,	   sus	   niveles	   plasmáticos	   predicen	   HF	   y/o	   muerte	  cardiovascular	   en	   estudios	   realizados	   en	   grandes	   poblaciones(183-­‐186).	   En	  relación	  al	  AAA,	  hemos	  observado	  niveles	  incrementados	  de	  Gal-­‐3	  en	  pacientes	  con	  AAA	  respecto	  a	  los	  controles,	  y	  además	  existe	  	  una	  fuerte	  correlación	  positiva	  entre	  niveles	   aumentados	   de	   Gal-­‐3	   y	   la	   tasa	   de	   intervención	   quirúrgica	   de	   forma	  independiente	   al	   tamaño	   aórtico,	   así	   como	   de	   otros	   factores.	   Nuestros	   datos	  indican	  que	  Gal-­‐3	  es	  un	  buen	  biomarcador	  pronóstico	  que	  predice	  la	  intervención	  quirúrgica	   causada	   por	   el	   crecimiento	   del	   AAA,	   que	   ocurre	   en	   determinados	  momentos	   de	   aceleración	   y	   es	   impredecible.	   En	   este	   estudio,	   aquellos	   pacientes	  con	   concentraciones	   séricas	   de	   Gal-­‐3	   inferiores	   a	   la	   mediana,	   presentaron	   una	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menor	  tasa	  de	  intervención	  quirúrgica,	  asociada	  a	  un	  menor	  crecimiento	  del	  AAA.	  	  Para	   determinar	   la	   potencial	   asociación	   entre	   las	   concentraciones	   de	   Gal-­‐3	   y	   la	  evolución	   clínica	   en	   aterotrombosis,	   hemos	   investigado	   la	   utilidad	  de	   los	  niveles	  séricos	  para	  predecir	   la	  muerte	   en	  una	  población	   sintomática	  de	  PAD.	   	   También	  hemos	  observado	  que	  los	  niveles	  de	  Gal-­‐3	  estaban	  asociados	  independientemente	  y	  de	  forma	  significativa	  con	  un	  incremento	  en	  el	  riesgo	  de	  muerte	  cardiovascular	  en	  pacientes	  de	  PAD.	  Aquellos	  pacientes	  con	  concentraciones	  de	  Gal-­‐3	  superiores	  a	  la	  mediana	   tuvieron	  el	  doble	  de	  riesgo	  de	  muerte	  en	  5	  años	  en	  comparación	  con	  aquellos	  con	  niveles	  por	  debajo	  de	   la	  mediana,	  de	   forma	   independiente	  a	   la	  CRP.	  Los	   niveles	   séricos	   de	   Gal-­‐3	   predijeron	   de	   forma	   independiente	   un	   pronóstico	  adverso	  en	  pacientes	  con	  HF,	  donde	  se	  encontró	  el	  mismo	  incremento	  en	  el	  riesgo	  (x2)	  en	  pacientes	  con	  niveles	  de	  Gal-­‐3	  superiores	  a	  la	  mediana(187).	  Gal-­‐3	  también	  ha	  sido	  asociada	  con	  la	  evolución	  clínica	  en	  cáncer	  y	  en	  la	  población	  en	  general.	  Sin	  embargo,	  en	  la	  población	  general,	  el	  incremento	  de	  riesgo	  por	  niveles	  aumentados	  fue	   sólo	  del	  9%	  a	   causa	  de	   la	  desviación	   típica(188).	  En	  ese	  estudio,	   las	  mujeres	  tuvieron	   niveles	  más	   altos	   de	   Gal-­‐3,	   así	   como	   una	   asociación	  más	   fuerte	   con	   los	  factores	   de	   riesgo	   cardiovasculares,	   lo	   que	   no	   ocurrió	   en	   nuestro	   estudio,	  probablemente,	  debido	  a	  que	  las	  mujeres	  de	  nuestro	  estudio	  ya	  estaban	  enfermas	  y	   tuvieran	  más	   características	   clínicas	   en	   común	   con	   la	   población	  masculina	   de	  PAD.	   En	   conjunto,	   los	   resultados	   sugieren	   que	   las	   concentraciones	   de	   Gal-­‐3	  circulante	  están	  asociadas	  con	  la	  evolución	  clínica	  de	  pacientes	  con	  ECV.	  Una	  de	  las	  fortalezas	   de	   nuestros	   estudios	   reside	   en	   que	   el	   reclutamiento	   de	   todos	   los	  pacientes	  de	  PAD	  y	  AAA	  se	  realizó	  de	  forma	  consecutiva,	  por	  lo	  que	  todos	  fueron	  atendidos	   en	   un	   único	   centro	   de	   cirugía	   vascular	   del	   hospital	   de	   distrito.	   Esto	  asegura	   que	   los	   pacientes	   que	   son	   remitidos	   para	   la	   evaluación	   quirúrgica	  representan	   una	   población	   bien	   definida.	   Por	   otra	   parte,	   estos	   estudios	   son	  descriptivos,	   y	   no	   están	   basados	   en	   una	   población	   verdadera,	   ya	   hay	   muchos	  sujetos	  asintomáticos	  en	  la	  población	  que	  no	  fueron	  reclutados.	  Además,	  a	  pesar	  de	  que	   los	   resultados	   se	   han	   ajustado	   por	   diversos	   factores	   de	   confusión	   para	   el	  riesgo	   cardiovascular,	   aún	   podrían	   persistir	   otros	   factores	   que	   interfieran,	  especialmente	   debido	   a	   la	   falta	   de	   posibilidad	   de	   ajustar	   por	   HF	   y	   cánceres	  coexistentes.	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En	   conclusión,	   Gal-­‐3	   posee	   características	   únicas	   para	   ser	   un	   buen	   biomarcador	  patológico	   de	   aterotrombosis,	   como	   el	   aumento	   de	   expresión	   en	   macrófagos	  activados	  y	  CMLV	  en	  la	  pared	  vascular	  patológica,	  o	  el	  incremento	  de	  su	  liberación	  a	   la	   sangre	   en	   aterosclerosis	   tanto	   clínica	   como	   subclínica.	   Asimismo,	   hemos	  mostrado	   que	   los	   niveles	   incrementados	   de	   Gal-­‐3	   también	   están	   asociados	   a	   la	  progresión	   del	   AAA.	   Las	   concentraciones	   de	   Gal-­‐3	   circulante	   se	   asocian	   con	   la	  evolución	  clínica	  en	  pacientes	  con	  ECV.	  Sin	  embargo,	  se	  necesitan	  estudios	  futuros	  que	   valoren	   la	   utilidad	   clínica	   de	   la	   determinación	   de	   Gal-­‐3	   en	   la	   predicción	   del	  riesgo	  cardiovascular.	  	  	  	  	  	  
2 Nuevas	  dianas	  terapéuticas	  en	  AAA	  	  Actualmente	  no	  existe	  ningún	  tratamiento	  específico	  que	  sea	  capaz	  de	  detener	   la	  progresión	  del	  AAA.	  La	  mayoría	  de	  aproximaciones	  terapéuticas	  están	  basadas	  en	  rutas	  de	  señalización	  que	  dirigen	  procesos	  inmunoinflamatorios,	  pero	  es	  necesario	  un	  mayor	  conocimiento	  de	  los	  mecanismos	  fisiopatológicos	  de	  la	  enfermedad	  para	  investigar	   la	   modulación	   de	   nuevas	   dianas	   terapéuticas.	   En	   esta	   tesis	   hemos	  empleado	   la	   deleción	   génica	   y	   la	   inhibición	   farmacológica	   de	   nuevos	  biomarcadores	   para	   estudiar	   su	   efecto	   sobre	   el	   AAA	   experimental	   inducido	   por	  elastasa	  y	  valorar	  sus	  potenciales	  efectos	  terapéuticos.	  	  	  
2.1 Galectina-­‐3	  La	   expresión	  de	  Gal-­‐3	   está	   incrementada	   a	  nivel	   tanto	  de	   transcripción	   como	  de	  traducción	   en	   el	   corazón	   durante	   el	   periodo	   inicial	   de	   isquemia(189),	   y	   está	  incrementada	  en	  aortas	  de	  conejos	  hipercolesterolémicos	  y	  en	  aortas	  de	  ratas	  tras	  un	  modelo	   de	   lesión	   arterial(148),	   por	   lo	   que	   ha	   sido	   asociada	   previamente	   con	  diferentes	   mecanismos	   subyacentes	   a	   la	   aterogénesis,	   como	   la	   inflamación	   y	   el	  estrés	  oxidativo.	  La	  expresión	  de	  Gal-­‐3	   también	   se	  encuentra	  aumentada	  cuando	  los	   macrófagos	   o	   las	   CMLV	   aórticas	   se	   cargan	   de	   lípidos	   y	   se	   transforman	   en	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células	   espumosas(171,	   172),	   sugiriendo	   que	   Gal-­‐3	   podría	   ser	   un	   marcador	   del	  cambio	   de	   fenotipo	   de	   las	   CMLV(171).	   Gal-­‐3	   ha	   sido	   relacionada	   con	   la	  diferenciación	   osteogénica(144)	   y	   con	   la	   respuesta	   fibrótica	   a	   aldosterona	   en	  CMLV	   in	  vivo	   e	   in	  vitro(143).	   Ambos	   procesos	   son	   de	   gran	   relevancia	   durante	   el	  remodelado	   vascular	   patológico,	   ya	   que	   la	   pared	   de	   AAA	   humano	   se	   caracteriza	  por	   la	   presencia	   de	   cristales	   de	   colesterol	   y	   depósitos	   de	   hierro	   asociados	   a	   un	  proceso	  de	   fagocitosis,	   en	   paralelo	   a	   una	   respuesta	   inmunoinflamatoria,	   fibrosis,	  angiogénesis	  y	  calcificación(190).	  	  La	   expresión	   de	   Gal-­‐3	   está	   incrementada	   en	   el	   aneurisma	   sacular	   intracraneal	  inducido	  	  por	  elastasa(191).	  En	  la	  misma	  línea,	  hemos	  mostrado	  que	  la	  expresión	  de	  Gal-­‐3	  está	  incrementada	  en	  la	  pared	  vascular	  del	  AAA	  humano	  y	  en	  la	  del	  AAA	  murino	   experimental	   inducido	   por	   elastasa.	   Además,	   la	   presencia	   de	   Gal-­‐3	   está	  asociada	  tanto	  a	  los	  macrófagos	  como	  a	  las	  CMLV	  de	  la	  pared	  de	  AAA	  humano.	  De	  momento,	  no	  podemos	  distinguir	   si	   el	   aumento	  de	  expresión	  de	  Gal-­‐3	  en	  el	  AAA	  humano	  y	  experimental	  refleja	  un	  aumento	  en	  el	  reclutamiento	  de	  leucocitos	  o	  de	  CMLV	   diferenciadas,	   o	   si	   desempeña	   otros	   roles	   como	   mediador	   del	   AAA.	   La	  inhibición	   de	   Gal-­‐3	   se	   ha	   empleado	   a	   través	   de	   distintas	   aproximaciones	   para	  prevenir	  la	  ECV	  de	  forma	  satisfactoria	  a	  nivel	  experimental(143,	  147,	  192,	  193).	  La	  inhibición	   de	   Gal-­‐3	   mediante	   MCP	   reduce	   el	   volumen	   de	   placa	   de	   ateroma	   en	  ratones	  ApoE-­‐/-­‐(150).	  A	  través	  de	  la	  unión	  de	  ligandos	  neutralizantes	  como	  el	  MCP,	  Gal-­‐3	   sufre	   cambios	   conformacionales,	   forma	   pentámeros	   y	   pierde	   su	  actividad(194).	   En	   nuestro	  modelo	   de	   AAA	   experimental	  murino,	   el	   tratamiento	  con	   MCP	   redujo	   la	   expansión	   del	   AAA	   en	   comparación	   con	   los	   controles.	   La	  degradación	   de	   elastina	   y	   la	   disminución	   en	   contenido	   de	   CMLV	   son	   dos	   de	   las	  principales	  características	  de	  la	  media	  dañada	  del	  AAA.	  Las	  capas	  de	  elastina	  son	  uno	  de	  los	  principales	  componentes	  estructurales	  de	  la	  aorta,	  y	  consecuentemente,	  su	  degradación	  es	  un	  proceso	  inicial	  clave	  que	  permite	  la	  dilatación	  del	  vaso(195).	  El	  descenso	  observado	  en	  el	  diámetro	  aórtico	  del	  AAA	  en	  los	  ratones	  tratados	  con	  MCP	   estuvo	   acompañado	   de	   una	   reducción	   en	   la	   degradación	   de	   las	   capas	   de	  elastina	  y	  por	  un	  mayor	  contenido	  de	  CMLV.	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Como	   consecuencia	   de	   la	   lesión	   en	   la	   capa	   media	   del	   AAA,	   se	   produce	   una	  respuesta	   inmunoinflamatoria	  en	   la	  adventicia,	   caracterizada	  por	   la	  presencia	  de	  células	  inflamatorias,	  citoquinas	  y	  quimioquinas(82).	  Previamente	  se	  ha	  mostrado	  un	  incremento	  en	  la	  expresión	  de	  citoquinas	  y	  quimioquinas	  –	  incluyendo	  CCL-­‐2	  –	  en	  la	  pared	  de	  AAA	  humano(196).	  Además,	  otro	  estudio	  demuestra	  la	  necesidad	  de	  la	   quimioquina	   CCL-­‐2	   derivada	   de	   los	   macrófagos	   de	   médula	   ósea	   para	   el	  desarrollo	   del	   AAA	   experimental(197).	   Gal-­‐3	   ha	   sido	   relacionada	   con	   las	  respuestas	  proinflamatorias	  y	  es	  un	  potente	  agente	  quimiotáctico	  para	  monocitos	  y	   macrófagos,	   potenciando	   así	   el	   reclutamiento	   de	   estas	   células	   en	   la	   pared	  arterial(198).	   Hemos	   mostrado	   que	   la	   inhibición	   de	   Gal-­‐3	   mediante	   MCP	  disminuye	  el	   infiltrado	  de	  macrófagos	  en	   la	  pared	  del	  AAA	  experimental.	  En	  este	  sentido,	  hay	  estudios	  previos	  que	  han	  mostrado	  una	  disminución	  en	  el	   infiltrado	  de	   células	   inflamatorias	   en	   la	   adventicia	   de	   ratones	  Gal-­‐3-­‐/-­‐(147).	   Gal-­‐3	   actúa	   de	  forma	   autocrina	   y	   paracrina,	   promoviendo	   la	   liberación	   de	   mediadores	  proinflamatorios.	   Induce	   la	   secreción	   de	   CCL-­‐2	   en	   fibroblastos(199),	   y	   su	  inhibición,	   mediante	   silenciamiento	   génico	   o	   farmacológicamente	   mediante	   el	  MCP,	   reduce	   la	   expresión	   de	   CCL-­‐2	   en	   la	   aorta(143).	   En	   nuestro	   estudio,	   hemos	  mostrado	  que	  el	  tratamiento	  con	  MCP	  disminuye	  la	  expresión	  de	  CCL-­‐2	  en	  la	  pared	  del	  AAA	  experimental.	  En	  conjunto,	  estos	  datos	  sugieren	  que	  Gal-­‐3	  podría	  ser	  una	  diana	   terapéutica	   efectiva	   en	   la	   prevención	   del	   remodelado	   cardiovascular	  patológico.	  Actualmente	  se	  están	  desarrollando	  ensayos	  clínicos	  para	  investigar	  los	  potenciales	   beneficios	   del	   uso	   de	   MCP	   en	   pacientes	   de	   insuficiencia	   cardíaca	  (ClinicalTrials.gov,	  identificador	  NCT01960946).	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2.2 Lcn2/NGAL	  En	   los	   últimos	   años,	   la	   potencial	   utilidad	   de	  NGAL	   como	   biomarador	   de	   ECV	   ha	  captado	  gran	  interés.	  Se	  han	  observado	  niveles	  sistémicos	  incrementados	  de	  NGAL	  en	  pacientes	  de	  infarto	  de	  miocardio,	  aterosclerois	  y	  AAA(161,	  200,	  201).	  Además,	  los	  niveles	  altos	  de	  NGAL	  están	  asociados	  a	  un	   incremento	  en	  el	   riesgo	  de	   sufrir	  eventos	   cardiovasculares	   y	   del	   riesgo	   total	   de	   muerte(165).	   En	   este	   estudios,	  hemos	   demostrado	   que	   NGAL/Lcn2	   no	   es	   únicamente	   un	   biomarcador	   de	   AAA,	  sino	   un	   mediador	   involucrado	   en	   el	   desarrollo	   de	   la	   enfermedad.	   En	   estudios	  previos	   se	   ha	   mostrado	   que	   la	   expresión	   de	   NGAL	   se	   encuentra	   aumentada	   en	  placas	   de	   ateroma,	   y	   que	   este	   aumento	   se	   correlaciona	   con	   características	  presentes	   en	   placas	   inestables,	   como	   la	   hemorragia	   intraplaca(202,	   203).	   Otro	  estudio	   ha	   mostrado	   la	   presencia	   de	   itinción	   positiva	   para	   NGAL	   en	   pared	   y	  trombo	  de	  AAA	  humano,	  que	  colocaliza	  con	  áreas	  de	  activación	  de	  MMP(161,	  162).	  En	   nuestro	   estudio,	   hemos	   demostrado	   que	   la	   expresión	   de	   NGAL	   se	   encuentra	  incrementada	  en	  la	  pared	  de	  AAA	  humano	  en	  comparación	  con	  aortas	  sanas,	  tanto	  a	  nivel	  de	  transcripción	  como	  de	  traducción.	  A	  nivel	  experimental,	  se	  ha	  mostrado	  previamente	  que	  Lcn2	  es	  altamente	  inducido	  en	  la	  capa	  íntima	  tras	  la	  angioplastia	  en	  un	  modelo	  de	  lesión	  arterial	  carotídea	  en	  ratas(204).	  En	  nuestro	  estudio,	  hemos	  observado	  que	  Lcn2	  está	  aumentado	  en	   la	  pared	  aórtica	  murina	  y	  en	  plasma,	  en	  respuesta	   a	   la	   formación	   del	   AAA	   inducido	   por	   elastasa,	   sugiriendo	   que	   la	  expresión	   de	   Lcn2	   aumenta	   tras	   el	   daño	   vascular.	   Sin	   embargo,	   no	   podemos	  determinar	   si	   el	   incremento	  en	   la	  expresión	  de	  NGAL/Lcn2	  en	  el	  AAA	  humano	  y	  experimental	  refleja	  un	  aumento	  en	  el	  reclutamiento	  de	  leucocitos,	  o	  si	  NGAL/Lcn2	  desempeña	  otro	  rol	  como	  mediador	  del	  AAA.	  En	  nuestro	  modelo	  de	  AAA	  experimental	   inducido	  por	   elastasa,	   la	   deficiencia	   de	  Lcn2	  o	  su	  tratamiento	  preoperatorio	  neutralizante	  produjeron	  una	  disminución	  en	  la	  progresión	  del	  AAA	  en	  comparación	  con	  los	  controles.	  El	  descenso	  observado	  en	  el	  diámetro	  aórtico	  del	  AAA	  en	  ratones	  Lcn2-­‐/-­‐	  o	   tratados	  antes	  de	   la	   cirugía	  con	  anti-­‐Lcn2	  estuvo	  acompañado	  de	  una	  reducción	  en	  la	  degradación	  de	  las	  capas	  de	  elastina,	  de	  un	  mayor	  contenido	  de	  CMLV	  y	  de	  un	  menor	  número	  de	  neovasos.	  Las	  capas	  de	  elastina	  son	  uno	  de	  los	  principales	  componentes	  estructurales	  de	  la	  aorta,	  y	   consecuentemente,	   su	   degradación	   es	   un	   proceso	   inicial	   clave,	   que	   permite	   la	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dilatación	  del	  vaso(195).	  Por	  otra	  parte,	  la	  pérdida	  de	  CMLV	  por	  apoptosis	  es	  uno	  de	   los	  pasos	  críticos	  en	   la	  desestabilización	  del	  aneurisma(205),	  aunque	  el	  papel	  de	  Lcn2	  en	   la	   apoptosis	   continúa	   siendo	  controvertido,	   con	  estudios	  que	   indican	  papeles	   tanto	   inhibitorios	   como	   potenciadores(206-­‐208).	   La	   angiogénesis	  constituye	   otro	   de	   los	   grandes	   procesos	   asociados	   a	   la	   expansión	   del	   AAA.	  Respecto	   a	   Lcn2,	   al	   igual	   que	   en	   la	   apoptosis,	   existen	   datos	   contradictorios	   que	  sugieren	   tanto	   la	   inhibición	   como	   la	  promoción	  de	   la	   angiogénesis,	   dependiendo	  del	  tipo	  celular	  y	  de	  la	  enfermedad	  estudiada(209-­‐212).	  En	  nuestro	  estudio,	  hemos	  observado	   un	   incremento	   en	   el	   contenido	   de	   CMLV	   y	   una	   disminución	   en	   el	  número	   de	   neovasos	   en	   los	   AAA	   experimentales	   de	   ratones	   ratones	   Lcn2-­‐/-­‐	   o	  tratados	   antes	   de	   la	   cirugía	   con	   anti-­‐Lcn2.	   Estos	   datos	   podrían	   sugerir	   un	   papel	  proapoptótico	  y	  proangiogénico	  de	  Lcn2,	  pero	  no	  podemos	  descartar	  la	  posibilidad	  de	   que	   la	   preservación	   de	   CMLV	   y	   el	   descenso	   en	   la	   neovascularización	  correspondan	   con	   efectos	   indirectos	   de	   la	   inhibición	   de	   Lcn2	   que	   reflejen	   un	  menor	  daño	  en	   la	  pared	  vascular.	  En	  cualquier	  caso,	  nuestro	  estudio	  sugiere	  que	  Lcn2	  es	  un	  mediador	  implicado	  en	  la	  formación	  y	  expansión	  del	  AAA.	  	  Los	  procesos	  inmunoinflamatorios	  son	  signos	  del	  remodelado	  vascular	  patológico	  que	   tiene	   lugar	   en	   el	   AAA.	   Nuestro	   análisis	   de	   la	   composición	   celular	   del	   AAA	  determinó	  que	   sólo	   el	   contenido	  de	  neutrófilos	   se	   encontraba	   significativamente	  disminuido	   en	   ratones	   Lcn2-­‐/-­‐	   o	   tratados	   antes	   de	   la	   cirugía	   con	   anti-­‐Lcn2	   con	  respecto	  a	  los	  controles.	  Se	  ha	  descrito	  previamente	  que	  los	  neutrófilos	  de	  ratones	  Lcn2-­‐/-­‐	  tienen	  una	  menor	  capacidad	  migratoria(170).	  Lcn2	  modula	  la	  función	  y	  la	  migración	  de	  neutrófilos(157,	  159)	  y	  en	  nuestro	  estudio	  hemos	  mostrado	  que	  las	  CMLV	  de	   ratones	   Lcn2-­‐/-­‐	   poseen	  una	  menor	   capacidad	   quimiotáctica	   para	   atraer	  neutrófilos	  aislados	  de	  ratones	  con	  AAA.	  En	  conjunto,	  la	  función	  defectuosa	  de	  los	  neutrófilos	  y	  la	  disminución	  de	  la	  capacidad	  quimiotáctica	  de	  las	  CMLV	  en	  ratones	  Lcn2-­‐/-­‐	  podría	  contribuir	  al	  descenso	  del	  infiltrado	  de	  neutrófilos	  observado	  en	  la	  pared	  del	  AAA.	  	  Además,	  Lcn2	  regula	  la	  estabilidad	  de	  MMP-­‐9	  y	  su	  activación.	  Aunque	  intervienen	  numerosas	   enzimas	   en	   las	   alteraciones	   que	   se	   producen	   en	   el	   vaso	   durante	   el	  desarrollo	  del	  AAA,	  las	  MMP	  constituyen	  una	  familia	  de	  mediadores	  cruciales	  en	  el	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remodelado	   patológico(213-­‐215).	   En	   nuestro	   estudio,	   hemos	   observado	   que	   los	  ratones	  deficientes	  en	  Lcn2	  muestran	  un	  descenso	  de	  la	  actividad	  MMP	  en	  el	  AAA,	  lo	  que	  podría	  explicar	  la	  menor	  degradación	  de	  las	  capas	  de	  elastina.	  Sin	  embargo,	  no	  se	  observaron	  diferencias	  en	  la	  expresión	  de	  MMP	  en	  CMLV	  aisladas	  de	  ratones	  WT	  y	  Lcn2-­‐/-­‐,	  sugiriendo	  que	  el	  efecto	  observado	  sobre	  la	  actividad	  MMP	  podría	  ser	  derivado	  del	  descenso	  en	  el	  reclutamiento	  de	  neutrófilos.	  Nuestro	  estudio	  sugiere	  que	   Lcn2	   participa	   en	   la	   patogenia	   del	   AAA	   a	   través	   de	   la	   quimiotaxis	   de	  neutrófilos.	  Las	   aproximaciones	   terapéuticas	   experimentales	   en	   el	   AAA	   han	   sido	   diseñadas	  para	  modular	  células/mediadores	  de	  rutas	  de	  señalización	  patogénicas	  conocidas	  y	   por	   lo	   tanto	   tienen	   como	   dianas	   principalmente	   la	   proteólisis	   y	   los	   procesos	  inmunoinflamatorios(216).	   Dado	   que	   las	   células	   y	   los	   mediadores	  inmunoinflamatorios	   se	   encuentran	   presentes	   de	   forma	   abundante	   en	   el	   AAA	  humano	  y	  experimental,	  se	  han	  investigado	  diferentes	  terapias	  potenciales	  como	  la	  modulación	  de	  linfocitos	  T	  y	  B,	  monocitos,	  mastocitos	  y	  neutrófilos,	  así	  como	  de	  las	  citoquinas	  asociadas(82).	  Diferentes	  estudios	  	  en	  los	  que	  se	  disminuye	  el	  número,	  la	  activación	  o	  la	  capacidad	  de	  infiltración	  de	  los	  neutrófilos,	  de	  formas	  directas	  o	  indirectas,	  han	  mostrado	  una	  disminución	  en	   la	  expansión	  del	  AAA(217-­‐219).	  De	  forma	   similar,	   se	   han	   propuesto	   estrategias	   con	   proteasas	   como	   dianas	  terapéuticas,	   principalmente	  MMP(220-­‐222).	   Sin	   embargo,	   la	   traslación	   de	   estas	  aproximaciones	  a	   la	  realidad	  clínica	  no	  ha	  sido	  satisfactoria.	  En	  este	  sentido,	  dos	  ensayos	   clínicos	   recientes	   han	   mostrado	   que	   ni	   la	   inhibición	   de	   mastocitos	  mediante	   tratamiento	   con	   pemirolast	   ni	   la	   inhibición	   de	   MMP	   por	   doxiciclina	  reducen	   el	   crecimiento	   del	   AAA	   en	   pacientes(223,	   224).	   Nosotros	   hipotetizamos	  que	  una	  terapia	  experimental	  basada	  en	  un	  tratamiento	  con	  anticuerpo	  anti-­‐Lcn2	  podría	  proteger	  de	  la	  progresión	  del	  AAA.	  Tratamos	  a	  los	  ratones	  con	  el	  anticuerpo	  a	  partir	  del	  tercer	  día	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa	  para	  realizar	  un	  modelo	  de	  AAA	  pequeño,	   basándonos	   en	   estudios	   que	   sugieren	   que	   la	   infiltración	   de	   neutrófilos	  ocurre	  mayoritariamente	  durante	  esos	  tres	  primeros	  días	  tras	  la	  cirugía(225-­‐227).	  En	   este	   estudio	   mostramos	   que	   la	   administración	   terapéutica	   del	   anticuerpo	  policlonal	  anti-­‐Lcn2	  a	  ratones	  WT	  tras	  tres	  días	  de	  la	  perfusión	  con	  elastasa	  reduce	  el	   tamaño	   del	   AAA	  mediante	   un	   descenso	   en	   el	   número	   de	   neutrófilos.	   Por	   ello,	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nuestros	  resultados	  demuestran	  que	  el	  tratamiento	  con	  anti-­‐Lcn2	  puede	  prevenir	  el	  desarrollo/crecimiento	  del	  AAA	  (al	  menos	  en	  ratones)	  a	  través	  de	  un	  descenso	  en	  el	  reclutamiento	  de	  neutrófilos.	  En	   conclusión,	   la	   inhibición	   farmacológica	   de	   Gal-­‐3	   reduce	   la	   evolución	   del	   AAA	  experimental	   mediante	   la	   modulación	   del	   infiltrado	   de	   macrófagos,	   por	   lo	   que	  nuestros	   datos	   sugieren	   su	   potencial	   papel	   como	   diana	   terapéutica	   en	   el	   AAA.	  Asimismo,	  nuestros	  estudios	  demuestran	  que	  Lcn2	  está	  implicado	  en	  la	  patogenia	  del	   AAA	   mediante	   la	   modulación	   del	   reclutamiento	   de	   neutrófilos.	   La	  administración	   del	   anticuerpo	   anti-­‐Lcn2	   disminuye	   el	   desarrollo	   del	   AAA	  experimental	  murino,	  sugiriendo	  su	  potencial	  utilidad	  como	  diana	  terapéutica	  para	  la	  prevención	  de	  la	  progresión	  del	  AAA	  en	  humanos.	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1. La liberación de Gal-3 se incrementa durante la diferenciación monocito-
macrófago, en un proceso regulado por ROS y en el que intervienen 
exosomas.  
2. Los niveles plasmáticos de Gal-3 se correlacionan con la actividad NADPH 
oxidasa y con el IMT en sujetos asintomáticos, y están incrementados en 
aterosclerosis carotídea, PAD y AAA. 
3. Las concentraciones de Gal-3 se asocian de forma significativa e 
independiente a la progresión del AAA y a un incremento en el riesgo de 
mortalidad cardiovascular en pacientes con PAD. 
4. La expresión de Gal-3 está aumentada en la pared vascular de AAA 
humano y experimental, y colocaliza con macrófagos y CMLV. 
5. La inhibición farmacológica de Gal-3 reduce la progresión del AAA en 
ratones mediante la disminución en el reclutamiento de monocitos, 
posiblemente asociado a una menor expresión de la quimioquina CCL-2. 
6. La expresión de NGAL/Lcn2 se encuentra incrementada en la pared 
vascular de AAA humano y experimental, y colocaliza con neutrófilos y 
CMLV. 
7. La deficiencia de Lcn2, bien por deleción génica, bien por administración 
preoperatoria del anticuerpo anti-Lcn2, disminuye la progresión del AAA 
en ratones a través de un menor reclutamiento de neutrófilos.  
8. El tratamiento terapéutico con anti-Lcn2 de ratones con AAA reproduce 
parcialmente los resultados obtenidos en los modelos de administración 
preoperatoria. 	  En	  conclusión,	  nuestros	  datos	  demuestran	  el	  valor	  predictivo	  de	  Gal-­‐3	  en	  pacientes	  con	  distintas	  manifestaciones	   de	   aterotrombosis.	   Por	   otra	   parte,	   la	   inhibición	  de	  los	  mediadores	   proinflamatorios,	   Gal3	   y	   Lcn2,	   ha	   demostrado	   ser	   efectiva	   en	   el	  tratamiento	   del	   AAA	   experimental,	   lo	   que	   sugiere	   su	   papel	   como	   dianas	  terapéuticas	  en	  pacientes	  con	  AAA.	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Tumor	  susceptibility	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